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1 Summary  
Maternal psychic stress (psychosocial stress (MPS) in animals) during pregnancy appears 
to be an essential factor in the predisposition to cardiovascular disease later in life. Epi-
demiological data show that the blood pressure of children during the pregnancy of 
stressed mothers is elevated. Little is known about the underlying mechanisms.  
This makes the study of the mechanisms of stress-related programming of the cardiovas-
cular system under increasing stress in society an important task of our time. In this work, 
the functional and structural development of important fetal vessels involved in blood 
pressure regulation and the modulation of maturation by chronic MPS depending on the 
time of pregnancy were examined for the first time in the most important animal model 
of the human fetal period, the fetal sheep. The functional maturation of vasodilatation and 
vasoconstriction mediating vascular mediators was investigated by small vessel wire myo-
graphy on distal renal interlobular arterioles and mesenteric resistance vessels. The struc-
tural maturation of the blood vessels was determined by histology and the expression of 
enzymes and receptors involved in vasoconstriction and vasodilation was immunohisto-
chemically investigated.  
We were able to determine that the structural maturation of both vessel types was already 
completed at the beginning of the 3rd trimenon, but that mesenteric blood vessels matured 
functionally in the last trimenon. This maturation is characterized by an increase in vaso-
reagibility due to increased contractility of the vessels to K+, endothelin-1 and noradren-
aline and increased vasodilatation to acetylcholine and prostaglandin-E2. Overall, func-
tional maturation was not accompanied by an increase in the expression of vasoreactive 
receptors (AChRM2, AChRM2, EP2, ETA, ETB, α1A, β2) or enzymes (eNOS, COX-2). 
The influence of MPS on vascular maturation depends on the time of stress exposition. 
Irrespective of the time of stress measurement, MPS led to a delayed maturation of the 
vascular muscle cells in mesenteric but not renal vessels, indicated by a change in myosin 
composition, but was not reflected in a change in vessel diameter ("media cross-sectional 
area", "media-to-lumen ratio").  
Functionally, MPS led to an increase in vasoconstriction (response to endothlin-1) in the 
mesenteric vessels and increased vasodilatation (in response to acetylcholine) in the renal 
vessels at the end of the second trimenon. These effects were replaced by decreased mes-
enteric noradrenaline mediated vasoconstriction and increased renal vasodilatation (NO, 
prostaglandin-E2) 30 days after MPS, i.e. at the end of the 3rd trimenon, possibly to com-
pensate for the initial stress-induced increased vasoconstriction. MPS in the 3rd trimenon 
did not affect vasoconstriction, but increased vasodilatation (in response to acetylcholine) 
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in the mesenteric vessels and decreased NO-mediated response of renal vessels. The func-
tional stress effects were not accompanied by a change in receptor or enzyme expression 
independent of gestational age, suggesting a modification of intracellular signalling path-
ways by MPS. Therefore, the investigation of intracellular signalling pathways should be 
included in future analyses of the effects of MPS.  
An own review article summarizes the current state of knowledge on the effects of MPS 
and synthetic glucocorticoids as used in about 10% of pregnant women to induce lung 
maturation in babies at risk of premature birth. Synthetic glucocorticoids have been 
shown to have a formative effect on the fetal vascular system, but no data on the long-
term effects of MPS on the vascular system exist yet. 
Nevertheless, parallels can be drawn between our effects of MPS and the effects of syn-
thetic glucocorticoids and both may have negative effects on cardiovascular health in later 
life.  
We were able to show multiple acute and characterizing effects of MPS on the functional 
and structural maturation of vascular systems involved in blood pressure regulation. The 
extent to which these effects contribute to a predisposition to cardiovascular disease must 
be demonstrated by studies of vasoreagibility in adult offspring. This work thus forms the 
basis for future innovative measures and recommendations for the prevention of the 
world's leading cause of death: cardiovascular diseases.  
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2 Zusammenfassung 
Mütterlicher psychischer Stress (psychosozialer Stress (MPS) bei Tieren) während der 
Schwangerschaft, scheint ein wesentlicher Faktor für die Prädisposition von kardiovas-
kulären Erkrankungen im späteren Leben zu sein. Epidemiologische Daten zeigen, dass 
der Blutdruck von Kindern während der Schwangerschaft gestresster Mütter, erhöht ist. 
Zu den zugrundeliegenden Mechanismen ist bisher wenig bekannt.  
Dies macht die Untersuchung der Mechanismen der stressbedingten Programmierung des 
kardiovaskulären Systems bei zunehmendem Stress in der Gesellschaft zu einer wichti-
gen Aufgabe unserer Zeit. In dieser Arbeit wurde am wichtigsten Tiermodell der mensch-
lichen Fetalperiode, dem fetalen Schaf, erstmals die funktionelle und strukturelle Ent-
wicklung wichtiger, an der Blutdruckregulation beteiligter, fetaler Gefäße und die Modu-
lation der Reifung durch chronischen MPS in Abhängigkeit vom Schwangerschaftszeit-
punkt untersucht. Die funktionelle Reifung von Vasodilatation und -konstriktion vermit-
telnden Gefäßmediatoren wurde mittels small vessel wire myography an distalen renalen 
Interlobulararteriolen und mesenterialen Widerstandsgefäßen untersucht. Die strukturelle 
Reifung der Blutgefäße wurde mittels Histologie bestimmt und die Expression an der 
Vasokonstriktion und -dilatation beteiligter Enzyme und Rezeptoren, immunhistoche-
misch untersucht.  
Wir konnten ermitteln, dass die strukturelle Reifung beider Gefäßtypen zu Beginn des 3. 
Trimenons bereits abgeschlossen ist, mesenteriale Blutgefäße im letzten Trimenon jedoch 
noch funktionell reifen. Diese Reifung ist charakterisiert durch einen Anstieg der Vasore-
agibilität aufgrund einer erhöhten Kontraktilität der Gefäße gegenüber K+, Endothelin-1 
und Noradrenalin und einer verstärkten Vasodilatation gegenüber Acetylcholin und 
Prostaglandin-E2. Insgesamt wurde die funktionelle Reifung nicht begleitet von einem 
Anstieg der Expression vasoreaktiver Rezeptoren (AChRM2, AChRM3, EP2, ETA, ETB, 
α1A, β2) bzw. Enzyme (eNOS, COX-2). 
Der Einfluss von MPS auf die Gefäßreifung ist abhängig vom Zeitpunkt der Stressexpo-
sition. Unabhängig vom Zeitpunkt der Stressung führte MPS zu einer verzögerten Rei-
fung der Gefäßmuskelzellen in mesenterialen aber nicht renalen Gefäßen, was anhand 
einer veränderten Myosinzusammensetzung deutlich wurde, sich jedoch nicht an einer 
Änderung des Gefäßdurchmessers (media-to-lumen-ratio) widerspiegelte.  
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Funktionell führte MPS im 1.-2. Trimenon zu einer Zunahme der Vasokonstriktion (En-
dothlin-1) in den mesenterialen Gefäßen und einer verstärkten Vasodilatation (Acetyl-
cholin) in den renalen Gefäßen am Ende des 2. Trimenons. Diese Effekte wurden durch 
eine verminderte mesenteriale noradrenerg vermittelte Vasokonstriktion und eine ver-
stärkte renale Vasodilatation (NO, Prostaglandin-E2) 30 Tage nach MPS, d.h. am Ende 
des 3. Trimenons ersetzt, möglicherweise um die initial stressbedingt erhöhte Vasokon-
striktion zu kompensieren. MPS im 3. Trimenon beeinflusste die Vasokonstriktion nicht, 
sondern erhöhte die Vasodilatation (Acetylcholin) in den mesenterialen Gefäßen und ver-
ringerte die NO-vermittelte Antwort renaler Gefäße. Die funktionellen Stresseffekte wa-
ren unabhängig vom Gestationsalter nicht von einer Veränderung der untersuchten Re-
zeptor- bzw. Enzymexpression begleitet, was eine Modifikation intrazellulärer Signal-
wege durch MPS nahelegt. Daher sollte in zukünftige Analysen der Effekte von MPS die 
Untersuchung intrazellulärer Signalwege eingebunden werden.  
Ein eigener Übersichtsartikel, fasst den aktuellen Wissensstand über die Effekte von MPS 
und synthetischen Glukokortikoiden zusammen, wie sie bei etwa 10% der Schwangeren 
zur Lungenreifeinduktion bei von Frühgeburt bedrohten Babies verwendet werden. Es 
zeigte sich, dass synthetische Glukokortikoide prägende Effekte auf das fetale vaskuläre 
System besitzen, jedoch noch keine Daten zu den langfristigen Auswirkungen von MPS 
auf das vaskuläre System existieren. 
Trotzdem können Parallelen zwischen unseren Effekten von MPS und den Effekten syn-
thetischer Glukokortikoide gezogen werden und beide können negative Einflüsse auf die 
kardiovaskuläre Gesundheit im späteren Leben haben.  
Wir konnten damit multiple akute und prägende Effekte von MPS auf die funktionelle 
und strukturelle Reifung von in die Blutdruckregulation eingebundener Gefäßsystemen 
zeigen. Inwieweit diese Effekte zu einer Prädisposition für kardiovaskuläre Erkrankun-
gen beitragen, müssen Untersuchungen der Vasoreagibilität an adulten Nachkommen zei-
gen. Diese Arbeit bildet somit die Grundlage, um in Zukunft innovative Maßnahmen und 
Empfehlungen für die Prävention der weltweit häufigsten Todesursache: den kardiovas-
kulären Erkrankungen ableiten zu können.  
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3 Einleitung 
3.1 Kardiovaskuläre Erkrankungen – gibt es eine pränatale 
Disposition? 
Kardiovaskulären Erkrankungen sind die häufigste Todesursache in den Industrienatio-
nen. Jährlich sterben rund 17.9 Millionen Menschen (Heart disease and stroke statistics 
2018) an Herz-Kreislauf- und zerebrovaskulären Erkrankungen weltweit. Umweltfakto-
ren welche direkt auf das Individuum einwirken spielen bei der Krankheitsprädisposition 
eine wesentliche Rolle. Etablierte kardiovaskuläre Risikofaktoren sind ungesunde Ernäh-
rung, Nikotinabusus, Adipositas und exzessiver Alkoholkonsum (Ambrose et al. 2004, 
Reynolds et al. 2003, Van Gaal et al. 2006). Während der direkte Einfluss von negativen 
Umweltfaktoren auf das kardiovaskuläre Risiko unbestritten ist, vermehren sich die Hin-
weise, dass auch negative Umwelt- und Lebensstileinflüsse in der Schwangerschaft das 
kardiovaskuläre Risiko im Erwachsenenalter modifizieren können (McMillen & Robin-
son 2005). 
Erste Hinweise auf eine Verbindung zwischen einer ungünstigen pränatalen Umgebung 
und einem erhöhten Risiko von kardiovaskulären Erkrankungen im späteren Leben fan-
den sich in Untersuchungen des Zusammenhanges zwischen Geburtsgewicht und kardi-
ovaskulären Todesfällen in Großbritannien (Barker et al. 1989). Diese britische Kohorte 
umfasste 5654 Geburten der Geburtsjahrgänge 1911-30. Barker et al. beobachteten in 
dieser Kohorte eine erhöhte standardisierte Sterblichkeitsrate bei Männern mit einem ge-
ringen Geburtsgewicht (Barker et al. 1989). Dabei stiegt das Risiko eines frühzeitigen 
kardiovaskulär-bedingter Todesfalls (<65 Jahre) mit einem Geburtsgewicht unter 2495 g 
(Barker et al. 1993). Ein wesentlicher Beitrag eines erhöhten Risikos für Bluthochdruck 
und metabolischen Veränderungen wie eine Insulinresistenz im Erwachsenenalter, und 
damit der kardiovaskulären Mortalität, scheint ein unterdurchschnittliches Geburtsge-
wicht zu sein (Barker et al. 1997). Das niedrige Geburtsgewicht ist dabei nur ein Epiphä-
nomen von umweltbedingten Veränderungen der fetalen Entwicklung (siehe Kap 3.2 Die 
Rolle von maternalem psychischem Stress und einer pränatalen Therapie mit syntheti-
schen Glukokortikoiden). Diese Untersuchungen legten den Grundstein für ein besseres 
Verständnis der intrauterinen Prägung der postnatalen phänotypischen Entwicklung und 
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der Prädisposition für kardiovaskuläre und metabolische Erkrankungen (Schleußner et al. 
2011, Bateson. et al. 2004). Aus diesen epidemiologischen und nachfolgenden experi-
mentellen Untersuchungen ging eine wegweisende Hypothese hervor, welche zwischen 
einer ungünstigen intrauterinen Umgebung und einer Prädisposition für Erkrankungen im 
späteren Lebenzeinen Zusammenhang sieht (‘Developmental Origins of Health and Dise-
ase (DOHaD) hypothesis’) (Arima et al. 2018).  Als sensitive Systeme gegenüber in-
trauterinen Umwelteinflüssen sind hierbei physiologische Systeme mit hoher Plastizität 
wie das fetale kardiovaskuläre System zu nennen, die aufgrund ihrer hohen und langan-
haltenden Plastizität während der Schwangerschaft durch pränatale Umwelteinflüsse in 
Funktion und Struktur modifiziert bzw. geprägt werden können (McMillen and Robinson, 
2005). Der Prozess der fetalen Prägung, wird als “fetal programming” bezeichnet und ist 
ein zentraler Punkt der Forschung in den letzten 30 Jahren.  
Der biologische Sinn funktioneller Adaptionen im Sinne einer Fetalen Programmierung 
besteht offensichtlich darin, den Fetus auf ein Leben unter den zu erwartenden veränder-
ten Umweltbedingungen, zum Beispiel auf ein vermindertes Nahrungsangebot vorzube-
reiten. Metabolischen Veränderungen, die zu einer Insulinresistenz im späteren Leben 
führen können, dienen zu einer besseren Nahrungsverwertung. Hierin liegt das Dilemma: 
Der Preis für die Adaptionen, die das Überleben sichern sollen ist langfristig eine Prädis-
position genau dieser Organsysteme für Erkrankungen wie des kardiovaskulären Sys-
tems. Da der Preis in Form von Krankheiten erst nach der Reproduktionsphase der Nach-
kommen eingefordert wird, ist er für die Auslese nicht wirksam und wird aus biologischer 
Sicht gerne gezahlt. 
Aufbauend auf den epidemiologischen Untersuchungen von Barker et al. 1993 wurden 
anfänglich die Auswirkungen einer intrauterinen Mangelernährung (z. B. durch mütterli-
chen Mangelernährung oder Plazentainsuffizienz) auf das kardiovaskuläre System des 
Fetus untersucht, welche in Form eines geringen Geburtsgewichtes in Erscheinung tritt 
(Barker et al. 1993). Hierbei zeigte sich, dass Mangelernährung mit einer veränderten 
Nephrogenese, der Entwicklung einer Insulinresistenz und einer Herzhypertrophie in Zu-
sammenhang gebracht werden kann (McMillen & Robinson 2005). 
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Neben einer nutritiven Mangelversorgung durch mütterliche Mangelernährung oder pla-
zentarer Dysfunktion, welche in einem niedrigeren Geburtsgewicht münden kann, schei-
nen andere Umwelteinflüsse eine wesentliche Rolle bei der Programmierung des fetalen 
Phänotyps kardiovaskulärer Erkrankungen im späteren Leben zu spielen. Diese umfassen 
eine erhöhte Exposition des Fetus gegenüber Stresshormonen, sei es durch mütterlichen 
Stress oder die therapeutische Applikation von synthetischen Glukokortikoiden (Plage-
mann et al. 2005). Diese Effekte und die zugrundeliegenden Mechanismen sind jedoch 
wesentlich geringer untersucht als die Effekte einer fetalen Mangelernährung. Die Opti-
mierung stressspezifische Reaktionen wie Angst und Aufmerksamkeitsfokussierung in 
einer stressreichen Umgebung waren während der Evolution neben der optimalen Nähr-
stoffausnutzung wichtige Adaptationsmechanismen für den Fetus, die das Überleben si-
cherten.  
3.2  Die Rolle von maternalem psychischem Stress und einer 
pränatalen Therapie mit synthetischen Glukokortikoiden 
10-15% aller schwangeren Frauen der Industrienationen und 10-41% in Ländern mit 
niedrigem und mittlerem Einkommen leiden an perinatalen psychischen Störungen (UN-
FPA 2008; Bennett et al. 2016). Neben psychischen Erkrankungen wie Depressionen und 
Angststörungen, welche mit einer erhöhten Hypothalamus-Hypophysen-Nebennieren 
(HPA)-Achsenaktivität und endogenem Hyperkortisolismus einhergehen, nimmt auch 
die Rate von maternalem psychischen Stress deutlich zu (UNFPA 2008; Falah-Hassani 
et al. 2017). Neben einem erhöhten Risiko von Frühgeburten und frühgeburtlicher Mor-
talität scheint mütterlicher psychischer Stress während der Schwangerschaft langfristige 
Auswirkungen auf die kardiovaskuläre Gesundheit der Nachkommen zu haben (van Dijk 
et al. 2012; Plana-Ripoll et al. 2016). 
Maternaler psychischer Stress aktiviert die mütterliche HPA-Achse, eine autoregulierte, 
endokrine Kaskade. Die Aktivierung beginnt mit der Sekretion des Corticotropin-Relea-
sing-Hormons (CRH) und führt über die Freisetzung von Adreno-Corticotropin aus der 
vorderen Hypophyse zu einer Ausschüttung von Cortisol aus der Nebennierenrinde, in 
dessen Folge der mütterliche Cortisolspiegel ansteigt (Ulrich-Lai & Herman et al. 2009). 
Die negative Rückkopplung der HPA-Achse durch den Cortisolspiegel reguliert das Maß 
und die Dauer der CRH-Freisetzung aus dem Hypothalamus (Smith et al. 2006). 
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Der Transfer von Cortisol zum fetalen Kreislauf erfolgt über die Plazenta, wobei die pla-
zentare 11β-Hydroxysteroid-Dehydrogenase 2 (11β-HSD2) ca. 80-90 % des maternalen 
Cortisols bei der Passage inaktiviert (Abbildung 1). Das in den fetalen Kreislauf gelan-
gende Cortisol stellt für den Fetus einen wesentlichen Stressor über den gesamten Zeit-
raum der Schwangerschaft dar, da Glukokortikoidrezeptoren schon früh während der 
Schwangerschaft exprimiert werden (Rose et al. 1985), obwohl der Fetus erst am Ende 
der Schwangerschaft selbst in der Lage ist, Cortisol zu produzieren (Fowden & Forhead 
et al. 2015).  
Einen wesentlichen Beitrag zum Verständnis der programmierenden Mechanismen lie-
ferten Untersuchungen zum Einfluss von synthetischen Glukokortikoiden auf die fetale 
Reifung. Synthetische Glukokortikoide sind kein Substrat für 11ß HSD 2 in der Plazenta 
und gehen deshalb ungehindert auf den Fetus über (Seckl & Meaney, 2004). Sie werden 
in der Geburtsmedizin regelhaft bei drohender Frühgeburt zur Prävention des Atemnot-
syndroms eingesetzt (Schleußner et al. 2011). Der unbestrittene Benefit in Form vermin-
derter frühgeburtliche Morbidität und Mortalität aufgrund einer Stimulierung der Reifung 
der Pneumozyten (Grier & Halliday et al. 2004) geht einher mit einem geringen Geburts-
gewicht (Kutzler et al. 2004; Seckl, 2001). Dieser wachstumsverzögernde Effekt lässt 
sich nicht nur beim Menschen, sondern auch im Tiermodell, z.B. beim Schaf nachweisen 
(Reinisch et al. 1978; Kutzler et al. 2004). Eine Wachstumsstörung und das damit ver-
bundene reduzierte Geburtsgewicht kann auch die Folge von MPS sein (Wadhwa et al. 
1993). 
Der wachstumsverzögernde Effekt endogener und synthetischer Glukokortikoide ist Aus-
druck einer Inhibierung der Zellproliferation der mit der beschleunigten Zelldifferenzie-
rung fetaler Gewebe einhergeht (Schleußner et al. 2011). Neben der Adaption physiolo-
gischer Systeme aufgrund einer veränderten strukturellen Reifung bewirken endogene 
und synthetische Glukokortikoide auch eine Veränderung der Reifung und damit der spä-
teren Funktion physiologischer Systeme. Das Insulinsystem und die HPA-Achse sind 
hierfür typische Beispiele (siehe Kapitel 3.3.2 Glukokortikoidwirkung auf das fetale kar-
diovaskuläre System). Die hierdurch hervorgerufenen akuten und langfristigen kardi-
ovaskulären Effekte sollen ebenfalls im folgenden Kapitel besprochen werden. 
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Glukokortikoide bewirken somit umfassende funktionelle und strukturelle Veränderun-
gen fetaler Organe und die Aktivierung biochemischer Prozesse, um den Organismus auf 
die postnatale Umgebung vorzubereiten (Fowden et al. 1998). Diese vielfältigen Effekte 
lassen sich mit der nahezu ubiquitären Expression von Glukokortikoidrezeptoren im Or-
ganismus erklären. 
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Abbildung 1. Der Einfluss von maternalem psychosozialen Stress (MPS) und einer pränatalen Expo-
sition zu synthetischen Glukokortikoiden (GK) auf die fetale vaskuläre Entwicklung. Mütterliches 
Cortisol wird durch die plazentare 11βHSD2 zu 80-90% zum inaktiven Cortison konvertiert. Synthetische 
Glukokortikoide werden hingegen nicht inaktiviert und können den Fetus so in höherer Konzentration er-
reichen. Cortisol und synthetische Glukokortikoide haben einen Einfluss auf die Aktivität der Hyotha-
lamus-Hyposphysen-Nebennieren (HPA)-Achse sowie die Niere und regulieren durch deren neuroendo-
krine/homeostatische Funktion den Blutdruck im fetalen Kreislauf. Die Exposition des Fetus gegenüber zu 
hohen mütterlichen Cortisolspiegeln/synthetischen Glukokortikoiden kann letztlich in eine vaskuläre Dys-
funktion, eine verminderte Nephronenanzahl und eine Hyperaktivität der HPA-Achse des Fetus resultieren. 
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3.3 Programmierung des fetalen kardiovaskulären Systems 
durch MPS und einer Exposition zu synthetischen 
Glukokortikoiden 
Aufgrund der nahezu ubiquitären Expression von Glukokortikoidrezeptoren im Organis-
mus bewirken erhöhte fetale Glukokortikoidspiegel nicht nur umfassende funktionelle 
Veränderung in der fetalen Lunge, sondern auch in anderen fetalen Organsystemen, die 
zum Zeitpunkt der Glukokortikoidexposition reifen und eine hohe Plastizität besitzen, so 
auch im kardiovaskulären System (Fowden et al. 1998). Um diese besser zu verstehen, 
soll zunächst die physiologische Blutdruckregulation erläutert werden. 
3.3.1 Physiologische Blutdruckregulation 
Der arterielle Blutdruck wird durch kurz- bzw. mittelfristige Rückkopplungssysteme re-
guliert, welche auf autonome Nerven und zirkulierende Hormone als ihre Bestandteile 
angewiesen sind. An der Blutdruckregulation sind drei Mechanismen wesentlich betei-
ligt: kurzfristig durch neurale und hormonelle Reflexmechanismen, mittelfristig durch die 
HPA-Achse und das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS) und langfristig 
durch die Modulation zentraler und peripherer Komponenten des kardiovaskulären Sys-
tems (z.B. Veränderung der Salzaufnahme) (Dampney et al. 2002). Kurz- und mittelfris-
tige Regulationsmechanismen beeinflussen den Blutdruck über Veränderungen der Herz-
leistung und den Strömungswiderstand des Blutes durch Vasokonstriktion (Engstellung) 
bzw. Vasodilatation (Weitstellung) von Widerstandsgefäßen. Eine wesentliche Kompo-
nente des peripheren vaskulären Widerstandes sind die mesenterialen Widerstandsgefäße. 
Sie realisieren die kurzfristige Blutdruckanpassung, initiiert durch das sympathoadr-
energe Nervensystem (Cowley et al. 1992). Vermittelt durch periphere Rezeptoren (z.B. 
Barorezeptoren, Chemorezeptoren) ist das sympathische Nervensystem kurzfristig in der 
Lage den arteriellen Blutdruck anzupassen, indem der Strömungswiderstand des Blutes 
in den peripheren Widerstandsgefäßen durch sympathetische Nervenfasern reguliert wird 
(Dampney et al. 2002). An der mittelfristigen Blutdruckregulation sind die distalen rena-
len Interlobularteriolen beteiligt, welche über die Kontrolle des kortikalen renalen Blut-
fluss die glomeruläre Filtration kontrollieren (Hanson, 1993; Robillard & Nakamura, 
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1988). Das RAAS reguliert, aktiviert durch hämodynamische Reize, den kortikalen rena-
len Blutfluss und mittels der Modulation der Natrium- und Wasserretention auch das 
Blutvolumen (Robillard & Nakamura, 1988).  
In beiden in dieser Arbeit untersuchten Gefäßsystemen, den mesenterialen Widerstands-
gefäßen und renalen distalen Interobulararteriolen, wirken spezifische Mediatoren vaso-
konstriktiv (verengend, allg. blutdrucksteigernd), andere vasodilatativ (weitend, allg. 
blutdruckmindernd) auf die glatten vaskulären Muskelzellen (Abbildung 2). 
Am Gefäßmuskel potenzieren Glukokortikoide die Vaskonstriktion über die vermehrte 
Expression verschiedener Rezeptoren und Second-Messenger-Systeme von Vasokon-
striktoren wie Noradrenalin, Angiotensin II und Endothelin-1 und eine Erhöhung der in-
trazellulären Ca2+-Konzentration (Abbildung 2). Über Second Messenger wird die Akti-
vität der Myosin-Leichte-Kette-Kinase erhöht, was eine Konstriktion der glatten Musku-
latur zur Folge hat (Abbildung 2). Möglich ist ebenso eine Beeinflussung der N+-K+-AT-
Pase (Ullian et al. 1999), welche durch die Erhöhung der extrazellulären K+ -Konzentra-
tion zur Depolarisation der Zellmembran und damit zur Vasokonstriktion führt. Deswei-
tern inhibieren Glukokortikoide im Gefäßmuskel die Expression der an der Vasodilata-
tion beteiligten Ionenkanäle (Brem et al. 1999). Langfristig tragen erhöhte Glukokor-
tikoidspiegel über eine Hypertrophie der Gefäßmuskelzellen zur Fixierung des erhöhten 
Vasotonus bei (Ullian et al. 1999). Am Endothel vermitteln Glukokortikoide eine ver-
minderte endothelabhängige Vasodilatation über die Beeinflussung der NO- und Prostag-
landin E2- (PGE2) Synthese (Ullian et al. 1999) (Abbildung 2).
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Abbildung 2. Zelluläre Prozesse in vaskulären glatten Muskelzellen und Endothelzellen während der Vasokonstriktion und Vasodilatation. NO vermittelt eine 
endothelunabhänige Vasodilatation durch die Bindung an die lösliche Guanylat-Zyklase. Acetylcholin bindet an den muskarinischen Acetylcholinrezeptor M3 der En-
dothelzellen und vermittelt über NO die Dilatation der glatten Muskelzelle. Prostaglandin-E2 bindet an den G-protein-gekoppelten Membranrezeptor, was die Ade-
nylatzyklase aktiviert und über second messenger eine Dilatation der glatten Muskelzelle hervorruft. Noradrenalin, Endothelin-1 und Angiotensin vermitteln über die 
Bindung an spezifische G-protein-gekoppelter Membranrezeptoren den Anstieg der intrazellulären Ca2+ Konzentration, was zur Konstriktion der glatten Muskelzelle 
führt.
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3.3.2 Glukokortikoidwirkung auf das fetale kardiovaskuläre System 
Der Einfluss von synthetischen Glukokortikoiden wurde eingehend am Tiermodell des 
fetalen Schafes untersucht. Akut reduzieren synthetische Glukokortikoide im Tiermodell 
des fetalen Schafes (Kapitel 3.4) die Durchblutung des fetalen Gehirns (Schwab et al. 
2000) und steigern über Angiotensin II-vermittelte Mechanismen den peripheren Gefäß-
widerstand, was zu einer Erhöhung des systemischen fetalen Blutdrucks führt (Tangalakis 
et al. 1992; Quaedackers et al. 2005, Docherty et al. 2001; Derks et al. 1997).  
Ein programmierender Effekt auf die Blutdruckregulation nach pränataler synthetischer 
Glukokortikoidexposition im Sinne einer Blutdrucksteigerung ist im Schafmodell im ju-
venilen bzw. adulten Nachkommen nachweisbar (Dodic et al. 1998, Peers et al. 2001, 
Roghair et al. 2005, Wintour et al. 2003). Auch in Nagetiermodellen ist ein erhöhter Blut-
druck nach der pränatalen Glukokortikoidexposition im Erwachsenenalter beschrieben, 
was für eine spezies-übergreifenden Effekt der Programmierung der Blutdruckentwick-
lung spricht (Ratte: Celsi et al. 1998, Meerschweinchen: Banjanin et al. 2004, Schaf: 
Wintour et al. 2003, Dodic et al. 2001, Peers et al. 2001).  
Bekannt ist, dass hohe fetale Cortisolspiegel eine prägende Wirkung auf die Niere, und 
blutdruckregulierende hormonelle Systeme wie das RAAS und die HPA Achse besitzen 
(Moritz et al. 2002) (Abbildung 1). Langfristig bewirken erhöhte Glukokortikoidspiegel 
während der fetalen Reifung der HPA-Achse eine persistierende Sollwertverstellung der 
Glukokortikoidrezeptorsensitivität im Hippocampus. Die Desensitivierung der in die ne-
gative Rückkopplung der HPA-Achse involvierten Glukokortikoidrezeptoren wird be-
dingt durch epigenetische Veränderungen am Glukokortikoidrezeptor auf der Basis von 
DNA-Methylierungsprozessen (Pariate et al. 2001, Weaver et al. 2004) und führt zu ei-
nem anhaltenden Hyperkortisolismus (Holboer et al. 2001). Die dadurch induzierte evo-
lutionär gewollte Optimierung stressspezifischer Reaktionen geht mit einem erhöhten Ri-
siko für stressassoziierte Erkrankungen wie den kardiovaskulären Erkrankungen einher. 
Chronisch erhöhte Blutcortisolspiegel bedingen außerdem arteriellen Bluthochdruck, und 
erhöhen so langfristig das kardiovaskuläre Risiko (Wintour & Moritz et al. 1997).  
Die Entwicklung eines gestörten Glukosestoffwechsels aufgrund einer Insulinresistenz 
mit konsekutivem metabolischen Syndrom (Bertram & Hanson, 2001) ist ebenso als kar-
diovaskuläre Risikofaktor eine Folge der pränatalen Exposition zu Glukokortikoiden.  
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Neben der Niere sind periphere Widerstandsgefäße, welche wesentlich an der Blutdruck-
regulation beteiligt sind (siehe Kapitel 3.3.1 Physiologische Blutdruckregulation), vul-
nerabel gegenüber einer pränatalen Exposition zu synthetischen Glukokortikoiden. Der 
Effekt von synthetischen Glukokortikoiden auf die Prägung des fetalen kardiovaskulären 
Systems lässt sich durch die Entwicklung einer vaskulären Dysfunktion erklären (Win-
tour et al. 2003) (Abbildung 1). Die vaskuläre Dysfunktion gilt indes als Indiz für die 
Steigerung des vaskulären peripheren Widerstandes (verringerte Vasodilatation, ver-
stärkte Vasokonstriktion), welcher erst im späteren Leben durch einen erhöhten Blut-
druck oder einer Herzhypertrophie ersichtlich wird (Nuyt 2008). 
Die Effekte auf Vasomediatoren waren zwischen den Studien heterogen. Reproduzierbar 
zeigte sich, dass durch die Applikation synthetischer Glukokortikoide die Vasokonstrik-
tion in Response auf Endothlin-1 steigt (Docherty et al. 2001, Molnar et al. 2003, Molnar 
et al. 2002) und die endothelvermittelte Vasodilatation in Reaktion auf Acetylcholin (An-
war 1999, Roghair 2004, Molnar 2003) verringert wird.  
Pränatal erhöhte Glukokortikoidspiegel prägen damit die Blutdruckregulation auf der en-
dokrinen, renalen und vaskulären Ebene und tragen somit multifaktoriell zur Program-
mierung der Blutdruckdysregulation im Erwachsenenalter bei (Abbildung 1). In wie weit 
sich endogen erhöhte Glukokortikoidspiegel, als Folge von MPS, auf die Prägung fetaler 
Systeme auswirken, ist jedoch nicht hinreichend untersucht. Diese Arbeit widmet sich 
nun der Frage ob die funktionellen und /oder strukturellen Programmierung es vaskulären 
Systems durch MPS, mit den Glukokortikoid-vermittelten Effekten vergleichbar sind.  
3.4 Das fetale Schaf als Modell der Fetalphysiologie 
Da das subjektive Erleben von Stress schwer zu quantifizieren ist und sich aus ethischen 
Gründen eine Exposition der werdenden Mütter gegenüber experimentellen Stressoren 
verbietet, ist die Untersuchung der Mechanismen von psychischem Stress auf eine fetale 
Programmierung von kardiovaskulären Erkrankungen im späteren Leben nur im 
Tiermodell möglich. Das klassische Modell für die menschliche Fetalperiode ist das fetale 
Schaf. Im Gegensatz zu kleineren Versuchstieren wie Nagern, die extrem unreif zur Welt 
kommen (Andersen et al. 2018), ähnelt der zeitliche Ablauf der intrauterinen Entwicklung 
des Schaffeten der des menschlichen Feten. Die Entwicklung wesentlicher in der 
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Blutdruckregulation involvierter Organsysteme findet in beiden Spezies in utero statt. So 
ist z.B. die humane Nephrogenese zwischen der 34-35 Schwangerschaftswoche, im Schaf 
ca. am 130. Schwangerschaftstag abgeschlossen (Wintour and Moritz, 1997; Hinchliffe 
et al. 1992; Mackenzie & Brenner, 1995). Auch die Autoregulation der Durchblutung von 
Gehirn, Niere und Darm des Schafes ist bereits vor der Geburt ausgeprägt, was Parellelen 
zur Reifung des humanen Gefäßsystems verdeutlicht (Buckley 1986). 
An diesem Tiermodell wurde unter anderem die pränatale Glukokortikoid-Therapie zur 
Förderung der Lungenreifung bei von Frühgeburt bedrohten Kindern entwickelt (Liggins 
et al. 1972) und wesentliche grundlegende Erkenntnisse der fetalen Programmierung von 
Erkrankungen im späteren Leben gewonnen (Anwar et al. 1999, Ruppecht et al. 2009, 
Tangalakis et al. 1992). Es wurden in diesem Tiermodell auch umfangreiche Erkenntnisse 
zu den akuten und langfristigen Effekten von Glukokortikoiden und MPS, dem Äquiva-
lent zu maternatelm psychischem Stress beim Menschen, (Liggins et al. 1972; Rakers et 
al. 2013) auf die fetale Reifung gewonnen.  
In der Arbeitsgruppe „Fetale Programmierung von Erkrankungen im späteren Leben“ un-
ter Leitung von Prof. Dr. Matthias Schwab wurden in diesem Tiermodell experimentelle 
Paradigmen entwickelt, die Effekte von MPS und synthetischen Glukokortikoiden auf die 
Entwicklung des Fetus und die Programmierung von Krankheiten im späteren Leben zu 
untersuchen und die Mechanismen der Stressübertragung von der Mutter auf den Fetus 
zu charakterisieren. Als artspezifischer Stressor fungiert die wiederholte Isolation des 
trächtigen Muttertieres von der Herde, welche nachweislich mit einem wiederkehrendem 
maternaler Cortisolanstieg (Rakers et al. 2013) einhergeht und so die Konstanz eines 
chronischen Stressors ohne wesentliche Habituation erfüllt (Abbildung 3). Unterschied-
liche Zeitpunkte der Stressexposition während der Schwangerschaft ermöglichen zusätz-
liche die Identifikation besonders MPS-vulnerabler Phasen in der Schwangerschaft.  
Hierbei scheint insbesondere die frühe Schwangerschaft eine MPS-vulnerable Episode 
darzustellen. So führt chronischer, MPS während des ersten Trimenons zu Adaptation des 
fetalen Organismus an Stress, was sich in der Hyperaktivität der fetalen HPA-Achse im 
dritten Trimenon wiederspiegelt (Dreiling et al. 2018; Rakers et al. 2013, Rakers et al. 
2017). Akuter MPS bewirkt im Feten eine Steigerung systemischen Blutdrucks welcher 
mit sympathoadrenergen Aktivierung und vermehrter Cortisolausschüttung assoziiert ist 
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(Rakers et al. 2013). Diese fetale kardiovaskuläre Stressreaktion ist nach einer chroni-
schen Stressexposition verstärkt. Die akute fetale Blutdruckreaktion während der Stres-
sexposition belegt eine vaskuläre Adaptation des Fetus an den akuten Stressor. Die Cha-
rakterisierung der Mediatoren die dieser Blutdruckregulation auf vaskuläre Ebene zu-
grunde liegen, sowie die Detektion MPS- vulnerabler Phasen in der Schwangerschaft für 
anhaltender Veränderungen der fetalen Vasoreagibilität sollen in der aktuellen Studie un-
tersucht werden.  
 
Abbildung 3: Maternale Cortisol-Spiegel im venösen Blut von schwangeren Schafen nach wiederhol-
ter Isolation des Muttertieres von der Herde für 3 Stunden, zweimal wöchentlich (30-130 days gestation 
(dGA) = Schwangerschaftstage, n=18). Werte sind Mittelwerte ± SEM. (Rakers et al. 2013) 
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3.5 Ziele der Arbeit  
Übergeordnetes Ziel der Arbeit war die Untersuchung von maternalem psychozialem 
Stress (MPS) auf die Reifung des vaskulären Systems. Die spezifischen Ziele der Ar-
beit waren folgende:  
1) Die Charakterisierung der funktionellen und strukturellen Entwicklung wichti-
ger an der Blutdruckregulation beteiligter Gefäßsysteme im Tiermodell des fetalen 
Schafes als Basis für nachfolgenden Untersuchungen zum MPS. Der Fokus lag dabei 
auf den zwei wesentlichen in die Blutdruckregulation eingebundenen Gefäßsystemen -
den mesenterialen Arteriolen, welche als Vertreter der peripheren Widerstandsgefäße we-
sentlich an der kurzfristigen Blutdruckanpassung beteiligt sind und den distalen renalen 
Interlobulararteriolen, welche über die Kontrolle des kortikalen, renalen Blutflusses die 
Aktivität des RAAS und die glomeruläre Filtration modulieren und damit den Blutdruck 
kontrollieren. 
Folgende Arbeitshypothesen wurden getestet: 
- Die Reifung der mesenterialen Arteriolen und der renalen Interlobulararteriolen 
erfolgt zu unterschiedlichen Phasen der Schwangerschaft.  
- Die funktionelle und strukturelle Reifung von renalen Interlobulararteriolen be-
ginnt bereits im 2. Trimenon, parallel zur bekannten physiologischen Entwicklung 
der Nieren. 
- Die funktionelle und strukturelle Reifung der mesenterialen Arteriolen verläuft 
im letzten Trimenon der Schwangerschaft, was sich in dem bekannten Anstieg des 
peripheren Widerstandes und systemischen Blutdruckes im letzten Drittel der 
Schwangerschaft wiederspiegelt. 
2) Den Einfluss von MPS auf die funktionelle und strukturelle Reifung dieser fetalen 
Gefäßsysteme zu untersuchen. Hinweise auf funktionelle und strukturelle Veränderun-
gen fetaler Gefäße lieferten Studien nach pränataler Exposition zu synthetischen Gluko-
kortikoiden (Manuskript 3). 
Folgende Arbeitshypothesen wurden getestet: 
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- Auf struktureller Ebene verändert MPS die Zusammensetzung des fetalen/adulten 
Myosins als möglicher Mechanismus für die Adaptation des Gefäßsystems an die 
pränatale Glukokortikoidexposition. 
- Durch MPS werden spezifische Glukokortikoid-sensitive Vasotransmittersysteme 
beeinflusst (Endothelin-1, Acetylcholine, NO, Prostaglandine), im Speziellen die 
funktionelle Reifung des Endothels, die zu einem erhöhten Vasotonus im späteren 
Leben führen kann. 
3) Die Identifizierung von vulnerablen Phasen von MPS auf die Entwicklung fetaler 
renaler und mesenterialer Blutgefäße. 
Folgende Arbeitshypothese wurde getestet: 
Aufgrund ihrer potenziell unterschiedlichen Reifungszeitpunkte während der Schwanger-
schaft (siehe Hypothese 1) hat MPS: 
- im 1. und 2. Trimenon primär einen Einfluss auf die renale Gefäßentwicklung,  
- im letzten Trimenon Auswirkungen auf die mesenteriale Gefäßentwicklung.  
4) Die Erstellung eines Übersichtsartikels (Review), welcher den aktuellen Wissens-
stand über die prägenden die Effekte von MPS auf das kardiovaskuläre System zu-
sammenfasst und den Effekten von pränataler Exposition zu synthetischen Gluko-
kortikoiden gegenüberstellt.  
Alle praktischen Untersuchungen wurden am etablierten Modell des fetalen Schafes 
durchgeführt. Es wurden die akuten Auswirkungen von chronischem MPS im 1. und 2. 
Trimenon (0.2-0.7 der Gestation) und im letzten Trimenon (0.7-0.9 der Gestation) unter-
sucht, sowie der prägende Effekt von MPS im 1. Und 2. Trimenon, 30 Tage nach der 
Stressexposition. Die funktionellen Untersuchungen an mesenterialen Arteriolen und 
distalen renalen Interlobulararteriolen wurden unter Anwendung der small vessel wire 
myography durchgeführt. Strukturelle Analysen der Gefäße erfolgten mittels Histologie 
und Immunhistochemie. 
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Abstract 
Background: Maternal psychosocial stress (MPS) predisposes for the development of ar-
terial hypertension in later life. Knowledge of stress effects on maturation of blood pres-
sure regulating arteries is important to identify mechanisms and vulnerable periods for 
development of vascular dysfunction in adulthood.  
Methods: Pregnant ewes (term 150 days of gestation) underwent repeated isolation stress 
between 0.2-0.7 gestation (early stress) or between 0.7-0.9 gestation (late stress). Preg-
nant non-stressed ewes served as controls. We determined stress effects in fetal mesen-
teric resistance arteries and renal interlobular arteries at 0.7 gestation (early stress) and 
0.9 gestation (30 days after early stress, and immediately after late stress) using wire-
myography and immunohistochemistry. 
Results: Early MPS resulted in an increase in endothelium-dependent vasoconstriction 
(endothlin-1) in mesenteric arteries and augmented vasodilatation (acetylcholine) in renal 
arteries at 0.7 gestation. These effects were replaced by decreased mesenteric noradren-
ergic vasoconstriction and blunted renal vasodilatation (NO, prostaglandin-E2) at 0.9 ges-
tation. Late MPS did not affect vasoconstriction but increased endothelium-dependent 
Vasodilatation (acetylcholine) in mesenteric arteries and decreased NO-mediated Vaso-
dilatation in renal arteries. MPS-induced changes in vasoreactivity were not reflected by 
the expression of the corresponding vasoregulator receptors/enzymes. Early and late MPS 
enhanced the expression of fetal smooth muscle myosin heavy chain isoforms in mesen-
teric but not renal arteries indicative for a delay in mesenteric smooth muscle cell matu-
ration.  
Conclusion: MPS changes the trajectory of blood pressure regulating arteries at the func-
tional and structural level. Discordance between changes in vasoreactivity and vasoregu-
lator receptor/enzyme expression suggests that alterations in vasoreactivity are due to 
programing of intracellular pathways. 
 
Keywords: sheep, fetus, vascular development, prenatal stress 
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Introduction 
10-15% of all pregnant women in high income countries and 10-41% in low and middle 
income countries report stress and stress-related mental disorders (56) (18). Beside its 
effects on maternal mental health, maternal psychosocial stress (MPS) interferes with fe-
tal neurodevelopment and predisposes for mental and neurocognitive health disturbances 
diseases in the offspring (4) (3, 7, 20, 47, 52, 53).  
However, MPS also predispose for the development of arterial hypertension and cardio-
vascular diseases in later life (17) (10).) The fetal cardiovascular system is particularly 
vulnerable to adverse environmental stimuli during pregnancy. In human studies, severe 
MPS particularly during early gestation predispose for cardiovascular diseases in adult-
hood (27, 38). Animal studies also described a strong linkage between fetal exposure to 
endogenous cortisol or synthetic glucocorticoids (GCs) and a persisting blood pressure 
increase in the offspring (13-15) (unser review). In agreement with the human studies, 
early and mid-gestation seem to be the most stress-vulnerable time windows for program-
ming hypertension in the adult offspring of different species including rodents and rumi-
nants (unser review). 
Predisposition for arterial hypertension by MPS involves fetal programming of blood 
pressure regulating circuits including the hypothalamus-pituitary-adrenal (HPA) axis (30) 
and the autonomic nervous system (1, 26). MPS also interferes with renal development 
and alters activity of the renin-angiotensin-aldosterone-system (31, 36, 58). Animal data, 
derived from synthetic GC exposure, also imply direct developmental effects of stress 
hormones on the fetal vasculature, however the programming effects of MPS on the fetal 
vascular level are unknown. Moreover, the examination of different blood pressure regu-
lating vascular beds at different time-points during pregnancy is mandatory to understand 
the entirety of MPS programming effects on the fetal vasculature.  
Using the fetal sheep model we evaluate the effects of chronic isolation stress on the 
functional and structural maturation of a) the fetal mesenteric arteries as a major regula-
tory component of the peripheral vascular resistance system and b) the distal renal inter-
lobular arteries, which contribute to the regulation of the renin-angiotensin-aldosterone-
system by controlling renal cortical blood flow and glomerular hemodynamics (23, 43). 
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To determine vulnerable periods for the development of vascular dysfunction we ana-
lyzed the effects of MPS on vascular maturation during early and mid- gestation (0.2- 07 
gestation) and late gestation (0.7- 0.9 gestation).  
We used wire-myography, to assess vascular responsiveness to vasoconstrictors and -
dilators that are crucial for the maintenance of basal vascular tone and adaptive vasoreac-
tivity. Pathways involved in vascular tone regulation were characterized by immunohisto-
chemical expression analysis of vasoregulator receptors and enzymes. Vascular smooth 
muscle cell characteristics were determined by evaluating the media mass and the expres-
sion of fetal and adult smooth muscle myosin heavy chain isoforms.  
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Methods 
Animals 
All procedures were approved by the Thuringia Animal Welfare Committee.  
Stress protocol 
Thirty-six Long-Wool Merino ewes were bred on a single occasion and randomly as-
signed to the experimental groups. To determine different stress-sensitive periods thirteen 
sheep followed a repeated maternal stress protocol between 0.2 (30±3 days term, 150 
days,) and 0.7 (100±3 days) of gestation (referred to as early to mid-gestational stress) 
and eight ewes between 0.7 (100±3 days) 0.9 (130±3 days) of gestation (referred to as 
late gestational stress). Maternal stress was induced by a validated stress protocol includ-
ing isolation of the pregnant sheep without any visual, tactile or auditory contact with 
flock-mates twice weekly for 3 hours (41).  
To differentiate between acute and persistent effects of early to mid-gestational stress 
fetuses were examined at 0.7 of gestation (i.e. one day after the stress exposure, ewes n=7 
wes) and at 0.9 of gestation (i.e. 30 days after the stress exposure, ewes n=6) Fetuses of 
the late gestational group were examined at 0.9 gestation (i.e. one day after the stress 
exposure, ewes n=8). Fetuses of unstressed ewes served as controls (0.7 gestation ewes 
n=7, 0.9 gestation ewes n=8) 
Surgery 
Only singleton and sibling fetuses were used for the experiments. All fetuses, were deliv-
ered by cesarean section at 0.7 gestation (100±3 days gestation, n=14) or at 0.9 gestation 
(130±3 days gestation, n = 22). In cases of sibling pregnancies, only one fetus was used 
for the experiments. 
Anesthesia was induced by intramuscular injection of 1g ketamine (Ketamin-Hydro-
chlorid®, Pfizer, Berlin, Germany) and 0.2 mg/kg midazolam (Midazolam-Hameln®, Ha-
meln Pharmaceuticals, Hameln, Germany) and maintained with 4% isoflurane (Isofluran 
– Actavis®, Actavis, Munich, Germany). Fetuses were killed by rapid exsanguination 
while still under general anesthesia.  
Vessel function  
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Vessel preparation  
The small intestine including the mesenteric root and one kidney were removed and stored 
in ice-cold physiological saline solution (PSS, pH 7.4: NaCl 119mM, KCl 4.7mM, 
CaCl2 2.5mM, MgSO4 1.17mM, NaHCO3 25mM, KH2PO4 1.18mM, EDTA 0.03mM, 
Glucose 5.5mM) for transport purposes for approximately 10 minutes. All chemicals 
were obtained from Sigma Aldrich, Steinheim, Germany. Third-branch mesenteric arter-
ies and distal segments of the renal interlobular arteries were carefully dissected from 
surrounding tissue under the stereo microscope (~10-fold magnification) and transected 
into 2mm-long segments. Arterial segments (~ 400µm internal diameter) were threaded 
on 40 µm-diameter stainless-steel wires taking care not to damage the vessel structure or 
endothelium. Segments were transferred into a 5ml volume chamber and connected to an 
isometric force transducer (Multi Wire Myograph, Model 610M, DMT, Aarhus, Den-
mark). Arteries were equilibrated in PSS, warmed to 37°C, and gas-flushed with 95% O2 
and 5% CO2. Data were digitally recorded using the WINDAQ data-acquisition system 
(WINDAQ, DATAQ Instruments, Akron, CA, USA). 
Wire myography  
The normalization was performed by distending the arterial segment stepwise and 
measuring internal circumference (ICi) and wall tension Ti respectively. IC100 (i.e. internal 
circumference at the physiological transmural pressure of 13.3kPa (100mmHg) was 
caclulated by plotting wall tension against internal circumference and calculating the 
point of intersection with the isobar curve at 100mmHg using the Laplace relation. The 
normalized internal diameter l100 was calculated by dividing the normalized internal 
circumference by π (35). In a pretest experimental setting using a representive sample of 
five artery segments of both fetal ages vascular response to depolarizing potassium solu-
tion (125mM KPSS, equimolar substitution of NaCl with KCl in PSS) was obtained at 
different transmural pressure levels (0.5, 0.7 and 0.9x l100) to determine optimal vascular 
responsivness (34). Vascular response to KPSS was maximal when normalized internal 
circumference was set to 0.9xIC100, which is comparable to previous studies in rat and 
fetal ovine resistance arteries (12, 35). Therefore, l100 was set to 0.9xIC100 during the 
normalization procedure at the start of each experiment. 
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Resting wall tension was obtained after reaching a stable baseline level at least 30 min 
after normalization. Vascular integrity were ascertained using KPSS and 10-5 M nora-
drenaline (NA). Arteries showing an inadequate vasoconstrictor response to KPSS con-
taining 10-5M NA (i.e. not reaching the transmural pressure of 0.9x13.3kPa (100 mmHg)) 
were not considered for the experiments (2) Vasoconstrictor cumulative  concentration-
response curves were obtained for K+ (1.25–20mM), NA (10-10 – 5x10-4M), endothelin-1 
(ET-1; 10-10–5x10-7M) and angiotensin II (ANGII; 10-12 –5x10-6M). Cumulative concen-
tration-response curves for acetylcholine (Ach, 10-10 – 5x10-4M), prostaglandin- E2 
(PGE2;10-15 – 5x10-8M) and the nitric oxide (NO)-donor sodium nitroprusside (SNP, 10-
12 – 5x10-5M) were obtained after precontraction with 5x10-6M NA. Higher concentra-
tions of the corresponding vasoactive agents were only added if the vascular tension 
showed a stable response plateau to the previous concentration. All vasoactive agents 
were dissolved in water. 
Vasoconstrictor concentration-response curves to K+ were normalized to internal circum-
ference and vessel length (N/m²). Concentration-response curves to NA, ET-1 and ANGII 
were normalized to the maximal KPSS response (%Kmax). Vasodilator response curves 
were normalized to stable precontraction levels (%Rmax). The maximal vasoconstrictor 
response (Cmax or %Kmax) or maximal relaxation (%Rmax) and the sensitivity (half maxi-
mal effective concentration, EC50) were calculated for all agents. EC50 is given as -
log(EC50) for NA, ET-1, ACh, PGE2, and SNP.  
Data were analyzed by the same investigator blinded to group affiliation.  
Mesenteric and renal artery morphology 
Histological processing 
We used immunohistochemistry since it allows localization of receptor and enzyme ex-
pression in the media and endothelium.  Pretest histological examinations revealed, that 
immunofluorescence staining is not an appropriate staining method due to the auto-fluo-
rescence of lamina propria in renal and mesenteric resistance arteries, which precludes 
quantitative analysis of epitope expression. Effects of maternal stress on structural vas-
cular development was analyzed by the media cross sectional area and the media-to-lu-
men-ratio  reflecting changes in media mass and relative organization of the media around 
the lumen as well as expression of fetal and adult smooth muscle myosin heavy chain 
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isoforms (fetal: MHC-B, adult: SM2) (8). Expression of endothelin-1 receptor type A and 
–B (ETA and ETB), adrenoreceptors α1A, β2, muscarinic acetylcholine receptors M2 and 
M3, (AChRM2, AChRM3) and the expression of vasoactive enzymes (endothelial NO 
synthase (eNOS); cyclooxygenase-2 (COX-2)) were determined in vascular smooth mus-
cle cells (VSMCs) of the media and endothelial cells.  
Multiple samples were taken from at least six fetal third-branch ovine mesenteric re-
sistance arteries and distal segments of the renal interlobular arteries (~400µm internal 
diameter) of each experimental group. Arterial segments were fixed in neutral-buffered 
4 % paraformaldehyde for at least one week and embedded in paraffin. Adjacent six-
micrometer-sections were stained using polyclonal antibodies against AChRM2 (rabbit 
anti-AChRM2, 1:1000; SP4407P, Acris Antibodies, Herford, Germany), AChRM3 (rab-
bit-anti-AChRM3, 1:100, ab60981, Abcam, Cambridge, UK), eNOS (mouse anti-eNOS, 
1:500, 610296, BD Laboratories, Heidelberg, Germany), adrenoreceptor α1A (rabbit anti-
adrenoreceptor α1A, 1:200, SP 5126P, Acris Antibodies, Herford, Germany), adrenore-
ceptor β2 (rabbit anti-adrenoreceptor β2, 1:100, ABIN498188, Antibodies-online, Aachen, 
Germany), COX-2 (rabbit anti-COX-2, 1:600, LS-B5206, LifeSpan Bioscience, Eching, 
Germany,), ETA (rabbit-anti ETA, 1:250, G094-1, Assay Biotech, Sunnyvale, USA) and 
ETB (rabbit-anti-ETB, 1:700, SP4124P, Acris). After dewaxing, heat induced antigen re-
trieval was performed using sodium citrate buffer for staining AChRM2, α1A-adrenore-
ceptor, eNOS and COX-2 (15 min in microwave at 750 W) and for detecting AChRM3, 
adrenoreceptor β2 (pH 6.0, 20min at 80°C). Sections were first treated with 0.4% H2O2 
for 20min to block tissue peroxidase activity, followed by 1mM NaBH4 and incubated in 
1.5% normal horse or goat serum (Vectastain® elite ABC KIT, Vector), respectively. The 
primary antibody was added overnight (4°C), followed by a secondary biotinylated anti-
body for 24 hours (1:200, 4°C; Vectastain® elite ABC KIT, Vector). Sections were incu-
bated in a preformed avidin-horseradish peroxidase-complex (Vectastain® elite ABC 
KIT, Vector) for one hour at 37°C. Immunostaining was made visible by precipitation of 
diaminobenzidine (3.3’-diaminobenzidine tablets) as substrate for peroxidase (20min, 
21°C). For negative controls, the primary antibodies were substituted by normal goat or 
horse serum. The concentration of each antibody was optimized by serial dilutions to 
achieve the optimal staining results. Finally, eight adjacent sections were stained with 
hematoxylin-eosin (HE) for morphometric analysis and to test the integrity of vascular 
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layers of mesenteric resistance arteries. When several arteries were present on the section, 
they were included in the analysis and values were averaged.  
Image analysis of immunostaining 
The positive immunoreactivity (IR) for AChRM2, AChRM3, eNOS, COX-2, α1A, α2A and 
β2 adrenoreceptors, ETA, ETB, EP2 and EP4 was used to assess the respective protein 
expression in the media and endothelium on a semi-quantitative level. Light-microscopic 
images of the stained sections were digitized (x125 or x250) using a 3-charge-coupled 
device color video camera (Axiocam HR, Zeiss, Jena, Germany) under standardized con-
ditions. In each section the whole area of the media and endothelium, as well as the pos-
itive immunostained area of these cell layers were assessed for each specific antibody 
using an image analysis program (Scion Image 6.21, NIH, USA). The percentage of area 
positive for IR was calculated for each layer. When several arteries were present on the 
section, they were included in the analysis and values were averaged. Artery wall and 
lumen areas were measured in HE stained sections, and the media cross sectional area 
and the media-to-lumen-ratio were calculated to determine arterial media mass and rela-
tive organization of the media around the lumen (24, 48). To address potential changes 
between medial (M) and endothelial (E) protein expression the ratio between the percent-
ages of area positive for IR of both layers was calculated (E/M ratio) using at least six 
fetal third-branch ovine mesenteric resistance arteries and 6 distal renal interlobular artery 
segments per experimental group.  
Evaluation of the histological sections was performed by the same investigator blinded to 
group affiliation. 
Light-microscopic images of the immunohistochemically stained tissue were taken with 
a 3-charge-coupled device color video camera under standardized conditions at x125 or 
x250 magnification (Axiocam HR, Zeiss, Jena, Germany) 
Statistical analysis 
One-way repeated measurement ANOVA with post hoc Holm-Bonferroni correction was 
used to analyze the different vasoconstrictor and vasodilator concentration-response 
curves in each group with wall tension as dependent variable. Differences in concentra-
tion-response curves between the groups were analyzed by two-way repeated measure-
ment ANOVA with wall tension as a dependent variable and group affiliation (control 
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0.7 gestation vs. early stress 0.7 gestation, control 0.9 gestation vs. early stress 0.9 gesta-
tion; control 0.9 gestation vs. late stress 0.9 gestation) as an independent variable. One-
way ANOVA with Dunnets’ or Tukeys’ post hoc test was used to determine differences 
in maximal effective contraction (Cmax or %Kmax), maximal effective relaxation (%Rmax) 
and half maximal effective concentration (EC50 or –log(EC50)) between the groups after 
testing for normal distribution and equality of variances. The calculation of the vascular 
sensitivity was based on the standard four parameter logistic equation using a self-written 
curve-fitting excel routine and was expressed as EC50 or –log (EC50), respectively.  
Paired Student's t-test was used to analyze differences in the media cross sectional area 
and media-to-lumen ratio and the ratio of areas of positive IR between endothelium and 
media in each group. Group differences in areas of positive IR in endothelium and media 
and in the ratio of area of positive IR between endothelium and media were analyzed by 
one-way ANOVA with Dunnets’ or Tukeys’ post hoc test after testing for normal distri-
bution and equality of variances. Data are presented as means ± SEM. Significance was 
accepted if p≤0.05 and SPSS (IBM SPSS Statistics, NY, USA) was used for statistical 
analysis.  
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Results 
All fetuses had a normal weight (control 0.7 gestation 1089±44g; control 0.9 gestation 
3455±219g; early stress 0.7 gestation 1145 ±35g; early stress 0.9 gestation 3492±217g; 
late stress 0.9 gestation 3775±188g). Stress did not influence fetal weight or fetal kidney 
weight (control 0.7 gestation 11.42±0.73g; control 0.9 gestation 27.74±5.05; early stress 
0.7 gestation 14.63±1.62; early stress 0.9 gestation 22.28±1.44; late stress 0.9 gestation 
24.05±1.63). 
A. Early stress-dependent changes in mesenteric arteries  
Early stress (0.2 to 0.7 gestation) has no acute effects on resting wall tension at 0.7 ges-
tation, but resulted in decrease in wall tension at 0.9 gestation (ANOVA: F=3.79, df= 2; 
RT0.9G=3.21±0.65mN vs. RTES0.9G=1.56±0.38mN; p=0.039). Internal mesenteric vessel 
diameter (l100) and maximal KPSS response were not influenced by early stress at 0.7 and 
0.9 gestation. 
Functional effects. Early stress did not acutely affect vascular response to NA but in-
creased the vascular response to ET-1 at 0.7 gestation (ANOVA, F=6.25, df=1, control at 
0.7 gestation vs. early stress at 0.7 gestation: %KmaxET-1, p=0.029, figure XX). In contrast 
to the acute stress effects NA-mediated vasoconstriction was diminished at 0.9 gestation 
(ANOVA, F=10.09, df=2, p=0.001; control at 0.9 gestation vs. early stress at 0.9 gesta-
tion: %KmaxNA; p=0.001, figure X). ET-1 mediated vasoconstriction did not differ be-
tween stressed and unstressed animals at 0.9 gestation. Vascular response to K+ was not 
influenced by early stress at both gestational ages. Early stress had no effects on ACh, 
PGE2 and SNP-mediated Vasodilatation at 0.7 and 0.9 gestation (Figure 1).   
Structural changes. Early stress had no acute (0.7 gestation) or long-term effects (0.9 
gestation) on the media cross-sectional area and media-to-lumen-ratio of the mesenteric 
arteries. However, early stress increased expression of fetal MHC-B in mesenteric vascu-
lar smooth muscle cells at 0.7 gestation (ANOVA, F=5.49, df=4, p=0.003; control at 0.7 
gestation vs. early stress at 0.7 gestation: p=0.07) and 0.9 gestation (p=0.05). SM2 ex-
pression was not affected by early stress at both gestational ages (Figure X).  
Effects on receptor and enzyme expression. All examined vasoactive receptors (α1A and 
β2 adrenoreceptors, ETA/B, and AChRM2/3) were detectable in stressed and unstressed 
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animal at both ages. Early stress had no acute effects on receptor expression at 0.7 gesta-
tion. Long-lasting effects included an increase in ETA expression in the media (ANOVA, 
F=3.94, df=4, p=0.003; control at 0.9 gestation vs. early stress at 0.9 gestation: p=0.03) 
and decreased endothelial AChRM2 expression (p=0.05). The distribution of receptor ex-
pression (α1A and β2 adrenoreceptors, ETA/B, and AChRM2/3) between endothelium and 
media (ratio of endothelial to media expression (E/M ratio) was not affected by early 
stress at both gestational ages. Expression of eNOS (endothelium) and COX-2 (endothe-
lium and media) was detectable in the stressed groups at both ages. Expression of the 
vasoactive enzymes and the distribution between endothelium and media (E/M ratio, 
COX-2 only) was unaffected by early stress (0.7 and 0.9 gestation) (Figure X). 
B. Early stress-dependent changes in renal arteries  
Renal resting wall tension (RT0.7G=2.52+0.38mN, RT0.9G=2.32+0.41mN; p=1.00), maxi-
mal KPSS response (KPSS0.7G=0.8+1.1mN/mm², KPSS0.9G=9.5+1.4mN/mm²; p=0.94) 
and internal vessel diameter (l100 0.7G=369.7+22.9µm, l100 0.7G=445.5+52.0µm; p=0.84) 
were not influenced by early stress. 
Functional effects. Early stress tended to increase ET-1 mediated response acutely at 0.7 
gestation (ANOVA, F=3.68, df=1, p=0.6; control at 0.7 gestation vs. early stress at 0.7 
gestation: %KmaxET-1, p=0.08), without effects at 0.9 gestation (Figure x). K+ and NA-
mediated vasoconstriction were unaffected by early stress at both gestational ages. Early 
stress had no acute effects on SNP and PGE2 dependent Vasodilatation at 0.7 gestation 
but tended to increase ACh-mediated (ANOVA, F=4.38, df=1, control at 0.7 gestation vs. 
early stress at 0.7 gestation: %RmaxACh, p=0.06) vasorelaxation. In contrast to acute effects 
sensitivity to SNP was diminished (ANOVA, F=4.99, df=2, p=0.017; control at 0.9 ges-
tation vs. early stress at 0.9 gestation: -logEC50SNP, p=0.04) and PGE2 dependent Vaso-
dilatation was increased at 0.9 gestation (ANOVA, F=5.51, df=2, p=0.014; control at 0.9 
gestation vs. early stress at 0.9 gestation: %Rmax, p=0.05). ACh-dependent Vasodilatation 
showed no long-term stress effects. 
Structural changes. Early stress (0.2 to 0.7 gestation) did not affect media cross-sectional 
area and media-to-lumen-ratio in renal arteries. Furthermore, early stress had no effects 
on MHC-B and SM2 expression in renal vascular smooth muscle cells. 
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Effects on receptor and enzyme expression. In renal arteries expression of vasoactive re-
ceptors (α1A, β2 adrenoreceptors, ETA/B, AChRM2/3) were detectable in the endothelium 
and the media of stressed and unstressed animals at both ages (Figure X). Early stress had 
no acute effects on receptor expression at 0.7 gestation. Long-lasting effects included an 
increased expression of AChRM3 in the media (ANOVA, F=2.30, df=4, p=0.09; control 
at 0.9 gestation vs. early stress at 0.9 gestation: p=0.05) and a decreased expression of 
AChRM2 in endothelial cells (ANOVA, F=5.55, df=4, p=0.003; control at 0.9 gestation 
vs. early stress at 0.9 gestation: p=0.08) at 0.9 gestation. The ratio of endothelial to media 
expression (E/M ratio) of vasoactive receptors was not changed by fetal age or stress in 
renal arteries. Expression of vasoactive enzymes eNOS and COX-2 was detected in en-
dothelial (eNOS, COX-2) and vascular smooth muscle cells (COX-2) in stressed and un-
stressed animals at 0.7 and 0.9 gestation. Early stress did not affect the expression of the 
vasoactive enzymes and the distribution between endothelium and media (E/M ratio, 
COX-2 only) at both gestational ages. 
C. Late stress-dependent changes in mesenteric arteries  
Late stress did not influence mesenteric resting wall tension or internal mesenteric vessel 
diameter (l100) and maximal KPSS response at 0.9 gestation.  
Functional effects. Vasoconstrictor response was not affected by late stress in mesenteric 
arteries. Late stress (0.7-0.9 gestation) increased sensitivity to ACh (ANOVA, F=6.35, 
df=2, p=0.009; control at 0.9 gestation vs. late stress at 0.9 gestation: -logEC50ACh, 
p=0.01), but not PGE2 or SNP in mesenteric arteries at 0.9 gestation. 
Structural changes. Late stress (between 0.7 and 0.9 gestation) did not affect media cross-
sectional area or media-to-lumen-ratio. However, late stress induced an increased expres-
sion of fetal MHC-B (ANOVA, F=5.49, df=4, p=0.003; control at 0.9 gestation vs. late 
stress at 0.9 gestation: MHC-B, p=0.02) in mesenteric vascular smooth muscle cells, with-
out changes in SM2 expression at 0.9 gestation.  
Effects on receptor and enzyme expression. All vasoactive receptors (α1A and β2 adreno-
receptors, ETA/B, and AChRM2/3) were detectable in the media and in the endothelium 
in mesenteric arteries at 0.9 gestation. Late stress resulted in an increased ETA expression 
solely in the media at 0.9 gestation (ANOVA, F=3.26, df=4, p=0.012; control at 0.9 ges-
tation vs. late stress at 0.9 gestation: -logEC50, ETA p=0.06). Alpha-1A expression was 
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decreased by late stress solely within the endothelium (ANOVA, F=4.99, df=2, p=0.03; 
control at 0.9 gestation vs. late stress at 0.9 gestation: Alpha-1A p=0.09). Late stress did 
not affect the ratio of endothelial to media expression (E/M ratio). COX-2 was expressed 
in endothelial cells and in vascular smooth muscle cells and eNOS expression was limited 
on endothelial cells of stressed and unstressed animals at 0.9 gestation. Late stress had no 
effect on COX-2 or eNOS expression and on the distribution of both enzymes between 
endothelium and media (E/M ratio)  
D. Late stress-dependent changes in renal arteries  
Late stress did not affect renal resting wall tension or internal mesenteric vessel diameter 
(l100) and maximal KPSS response at 0.9 gestation.  
Functional effects. Vasoconstrictor response to NA, ET-1 and K+ was not affected by late 
stress. Late stress (0.7-0.9 gestation) resulted in a decreased sensitivity to SNP (ANOVA, 
F=4.99, df=2, p=0.017; control at 0.9 gestation vs. late stress at 0.9 gestation: -logEC50, 
p=0.02) but did not affect PGE2 or ACh mediated vasorelaxation. 
Structural changes. Late stress (between 0.7 and 0.9 gestation) had no effect on structural 
development (media cross-sectional area, media-to-lumen-ratio, MHC-B and SM2 ex-
pression). 
Effects on receptor and enzyme expression. All vasoactive receptors (α1A, ETA/B, and 
AChRM2/3) were expressed in the media and in the endothelium in renal arteries at 0.9 
gestation. Late stress did not influence vasoactive receptor expression in the media but 
induced an increase of endothelial AChRM2 expression (ANOVA, F=5.55, df=4, 
p=0.003; control at 0.9 gestation vs. late stress at 0.9 gestation: p=0.07). Endothelial ex-
pression of AChRM3, α1A and ETA were not altered by late stress at 0.9 gestation. Late 
stress did not influence the distribution of both enzymes between endothelium and media 
(E/M ratio) of all examined vasoactive receptors. COX-2 was expressed in endothelial 
cells and in vascular smooth muscle cells and eNOS expression was limited on endothe-
lial cells of stressed and unstressed animals at 0.9 gestation. Late stress had no effect on 
eNOS or COX-2 expression and distribution of both enzymes between endothelium and 
media (E/M ratio)  
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Discussion 
Summary. The present study was designed to evaluate the effects of maternal psychoso-
cial stress (MPS) on maturation of blood pressure regulating arteries at different time-
points of gestation. MPS changed the trajectory of mesenteric and renal vascular devel-
opment at the functional and structural level. Functional effects included vascular bed 
specific alterations of vasoconstricitve (ET1, and NA) and -dilative pathways (NO, ACh 
and PGE2), which were dependent on time-point of stress exposure during gestation (early 
to mid-gestational vs. late gestational MPS) and unrelated to the vasoregulator receptor 
and enzyme expression. This suggests that MPS related changes in vasoreactivity are due 
to alterations of intracellular signaling pathways rather than to alterations of receptor den-
sity or affinity. On the structural level, early and late MPS delayed the development of 
smooth muscle cells in mesenteric but not renal vasculature potentially reflecting the dif-
ferent maturational status of both vascular beds during the prenatal stress exposure. 
Effects of MPS during the time course of gestation need to be interpreted with respect to 
different maturational processes within the fetal vascular system. Renal vasoreactivity 
and sensory and sympathetic vascular innervation matures during early to mid-gestation 
paralleling the physiological kidney development (59). In contrast to the renal vasculature 
mesenteric vasoregulatory pathways and innervation primarily matures during mid- to 
late gestation (34). These developmental differences imply a different stress-susceptibil-
ity between the renal and mesenteric vascular bed during gestation. In agreement with 
this assumption, we observed a higher expression of fetal myosin isoforms (MHC-B) in 
the mesenteric but not renal arteries after MPS. This shift towards a fetal phenotype indi-
cates a mesenteric specific delay in myocytal structural maturation and thus a higher stress 
vulnerability of the mesenteric vascular system during gestation.  
However, MPS had heterogeneous effects on the maturation of several vasoregulatory 
pathways, which were detectable in both, the mesenteric and renal vascular bed. We 
found similar acute changes in vasoreactivity after early to mid-gestational MPS in renal 
and mesenteric arteries at 0.7 gestation. In detail, early MPS primarily enhanced ET-1-
dependent vasoconstriction without affection of other vasoconstrictive pathways. En-
hanced ET-1-dependent vasoconstriction at 0.7 gestation was not accompanied by 
changes in ETA/B-receptor expression. Early MPS also induced an increase in endothelial 
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Vasodilatation to ACh in renal but not in mesenteric arteries which was also unreflected 
in AChRM2/3 receptor expression. Effects of early stress were also detectable at day 30 
(0.9 gestation) after cessation of MPS which, however, differed from the acute effects 
observed at 0.7 gestation. At 0.9 gestation, early MPS primarily enhanced vasodilatory 
mechanisms potentially compensating the acute ET-1 mediated increase in vascular tone 
observed at 0.7 gestation. Vasodilatory effects differed between the vascular beds com-
prising alteration in PGE2 and NO-dependent vasodilatation in renal arteries and a de-
crease in mesenteric resting wall tension and noradrenergic vasoreactivity without equiv-
alent changes in receptor/enzymes expression. Late gestational MPS also influenced Vas-
odilatation in both renal and mesenteric arteries without affection of the vasoconstrictive 
pathways. However, vasodilatory effects differed between early and late gestational MPS 
and showed vascular bed specific characteristics. Whereas NO and PGE2 mediated Vas-
odilatation was diminished in renal arteries, endothelium dependent Vasodilatation to 
ACh was increased in mesenteric arteries after late stress. Analogous to our findings after 
early gestational MPS we found no changes in the expression of the corresponding vaso-
regulator receptors and enzymes after late gestational MPS. We would therefore assume 
that MPS primarily affects the maturation of intracellular pathways involved in vasomo-
tor control. Ca2+-dependent and -independent regulatory pathways of medial contractile 
response show major maturational changes in sheep during late gestation and early post-
natal life (5, 21, 22). Developmental increase in intracellular Ca2+ stores, density of L-
type Ca2+ channels (5, 28) and rho-kinase activity (22) have also been described in vas-
cular smooth muscle cells in cerebral, carotid and aortic arteries in sheep. To what extent 
MPS interferes with downstream signalling of the different vasoregulatory pathways 
should be clarified in further studies. 
We have previously shown that acute MPS induces a reduction of uterine blood flow and 
shifts the fetal metabolism to an anaerobic state (40, 41). The reduction of uterine blood 
flow is prolonged after chronic MPS. Independent of the time point of stress exposure 
(i.e. early and late gestational MPS) chronic MPS increases fetal circulating baseline and 
stress-induced GC and norepinephrine concentrations with the greatest increase achieved 
in stressed early pregnant sheep. Thus, development of the HPA-axis and sympathetic-
adrenal-medullary system is vulnerable to MPS during long periods of fetal life, whereas 
early gestation seems to be the most stress-vulnerable during gestation (16, 41).  
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Maturation of the fetal HPA axis and increase in circulating GC levels play an important 
role in fetal vascular reactivity and the physiologic development of the cardiovascular 
system (for review see: (19, 60). Glucocorticoids exert essential effects on vascular, mor-
phology, growth, proliferation, and maintenance of vascular tone. GC effects are mainly 
mediated by the GC-receptor which is ubiquitary expressed in smooth muscle and endo-
thelial cells. GC receptors are present since 0.2 of gestation and modulate transcriptional 
activation of several vasoregulatory pathways by suppression of vasodilator signalling 
and enhancing the effects of vasoconstrictor agents on endothelial cells and VSMCs in 
sheep (39, 60). 
In the adult vasculature GCs sensitize and potentiate the vasoconstrictor effects of cate-
cholamines and ET-1 on vascular smooth muscle cells and diminishes the vasodilator 
capacity by suppressing the production of vasodilators, including NO and prostaglandins 
(44). Effects of GCs on vascular function in the fetus has been characterized after admin-
istration of synthetic GCs in clinical dosages used to decrease neonatal mortality and 
morbidity by accelerating fetal lung maturation in women threatened by premature labor 
(6, 9). In agreement with our results after MPS, vascular effects of synthetic GCs depend 
on the time point of GC exposure during gestation and vary between the different vascular 
regions (Muller et al. 2018). However, the pattern of phenotypic changes substantially 
differs between the exposure to synthetic GCs and MPS. In contrast to our results after 
early MPS observed at 0.7 gestation, Roghair et al found no changes in mesenteric vaso-
reactivity after systemic administration of synthetic GCs during early gestation (0.2 ges-
tation) in the late gestational fetus (0.8 gestation) (45). However, GC administration at 
0.2 gestation resulted in diminished receptor dependent vasoconstriction in mesenteric 
(ET-1) and femoral (NE) arteries (50) in newborn lambs. Both vasoconstrictive pathways 
were not affected in the late gestational fetus (0.9 gestation) after exposure to early MPS. 
Late gestational (0.7-0.9 gestation) exposure to synthetic GCs predominantly affects ET-
1 pathway characterized by enhanced ET-1-induced vasoconstriction in femoral re-
sistance arteries (11, 32, 33). In contrast, ET-1 mediated vasoconstriction in mesenteric 
and renal arteries was not affected by late gestational MPS (0.7-0.9 gestation) in our 
study.   
Considering these different phenotypic signatures of MPS and synthetic GC exposure, 
MPS mediated cortisol excess alone cannot fully explain the effects of MPS on vascular 
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development. Endogenous but not synthetic GC’s are metabolized by two isoforms of the 
11β-hydroxysteroid dehydrogenase (11β-HSD) in the vascular tissue. Whereas 11β-
HSD1 converts cortisone to cortisol and thus amplifies local GC action 11β-HSD2 cata-
lyze the interconversion of active GC (cortisol, corticosterone) to their inactive forms 
(cortisone, 11-dehydrocorticosterone) (49). A decrease in or inhibition of 11β-HSD 2 ac-
tivity (i.e. the GC deactivating isozyme) leads to potentiation of vascular tone upon ex-
posure to catecholamines and ET-1 (46, 57). Downregulation of 11β-HSD2 expression 
after MPS has been observed in the placenta and fetal liver (29, 37, 51). The highest 
concentration of these enzymes is located in resistance arteries compared to other regions 
of the vascular tree (57). Regional differences in 11β-HSD expression can also be ob-
served during fetal development and might explain the vascular bed specific effects that 
we have observed after MPS (25, 54, 55). However, effects of MPS on fetal vascular 
expression of 11β-HSD2 remains unknown and should be addressed in following studies. 
 
However, beside cortisol related mechanisms other potential mediators of the maternal 
fetal stress transfer including catecholamines, cytokines, serotonin/tryptophan, reactive-
oxygen-species and fetal metabolic changes may contribute to the developmental changes 
in vascular system observed after MPS (42). We therefore propose that the effects of MPS 
on fetal vascular development are not a consequence of a single pathway but are mediated 
by multiple stress-transfer mechanisms acting together in a synergistic manner. A deeper 
knowledge of the multifactorial effects of maternal stress on vascular maturation is man-
datory to improve our understanding of vulnerable periods for the development of persis-
tent vascular dysfunction predisposing for cardiovascular disease in later life. 
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Fig. 1 Stress effects on dosis response curves of mesenteric resistance arteries at 0.7 (a-f) and 0.9 
gestation (g-l). K+ potassium, NA noradrenalin, ACh Acetylcholine, SNP sodium nitroprusside, C 0.7 G 
control at 0.7 gestation, ES 0.7G early stress at 0.7 gestation, C 0.9G control at 0.9 gestation, ES 0.9G early 
stress at 0.9 gestation, LS 0.9G late stress at 0.0 gestation. Data are mean ± SEM. *P < 0.05, $ P<0.1. 
62 
 
Fig. 2 Stress effects on dosis response curves of renal arteries at 0.7 (a-f) and 0.9 gestation (g-l). K+ 
potassium, NA noradrenalin, ACh Acetylcholine, SNP sodium nitroprusside, C 0.7 G control at 0.7 gesta-
tion, ES 0.7G early stress at 0.7 gestation, C 0.9G control at 0.9 gestation ,ES 0.9G early stress at 0.9 
gestation, LS 0.9G late stress at 0.0 gestation. Data are mean ± SEM. *P < 0.05, $ P<0.1. 
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Fig 3. Morphologic effects of early stress and late stress on mesenteric arteries. A. Stress effects at 0.7 
gestation B. stress effects on 0.9 gestation. C 0.7 G: controls at 0.7 gestation. ES 0.7 G: early stress at 0.7 
gestation. C 0.9 G: controls at 0.9 gestation. ES 0.9 G: early stress at 0.7 gestation. LS 0.9 G: late stress at 
0.9 gestation. Area of IR (%) Area of imunoreactivity 
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Fig.4 Vascular effects of early stress on mesenteric arteries at 0.7 gestation. A. effects  on vasocon-
strictive acting receptors B. effects on vasodilative acting receptors and enzymes. C 0.7 G: controls at 0.7 
gestation. ES 0.7 G: early stress at 0.7 gestation. Area of IR (%) Area of imunoreactivity 
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Fig. 5 Vascular effects of early stress on mesenteric arteries at 0.9 gestation. A. effects on vasocon-
strictive acting receptors B. effects on vasodilative acting receptors and enzymes. C 0.9 G: controls at 0.9 
gestation. ES 0.9 G: early stress at 0.7 gestation. LS 0.9 G: late stress at 0.9 gestation. Area of IR (%) Area 
of imunoreactivity 
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Fig 6. Morphologic effects of early stress and late stress on renal arteries. A. Stress effects  at 0.7 
gestation B. stress effects on 0.9 gestation. C 0.7 G: controls at 0.7 gestation. ES 0.7 G: early stress at 0.7 
gestation. C 0.9 G: controls at 0.9 gestation. ES 0.9 G: early stress at 0.7 gestation. LS 0.9 G: late stress at 
0.9 gestation. Area of IR (%) Area of imunoreactivity 
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Fig. 7 Vascular effects of early stress on renal arteries at 0.7 gestation. A. effects  on vasoconstrictive 
acting receptors B. effects on vasodilative acting receptors and enzymes. C 0.7 G: controls at 0.7 gestation. 
ES 0.7 G: early stress at 0.7 gestation. Area of IR (%) Area of imunoreactivity  
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Fig. 8 Vascular effects of early stress on renal arteries at 0.9 gestation. A. effects  on vasoconstrictive 
acting receptors B. effects on vasodilative acting receptors and enzymes. C 0.9 G: controls at 0.7 gestation. 
ES 0.9 G: early stress at 0.7 gestation. LS 0.9 G Late stress at 0.9 gestation. Area of IR (%) Area of imu-
noreactivity 
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Tables 1 
Table 1 2 
Table 1 
  
  0.7 gestation 
early stress 
0.7 gestation 
p 0.9 gestation 
early stress 
0.9 gestation 
p 
late  stress  
0.9 gestation 
p 
mesenteric arteries         
 resting tension (mN) 1.66±0.15 1.53±0.37 0.77 3.21±0.65 1.56±0.38 0.04 2.12±0.19 0.17 
 normalized internal diameter  (µm)  310.00±15.41 292.14±30.30 0.63 515.17±98.77 321.33±56.51 0.22 337.00±69.79 0.23 
 max. tension (mN) 4.64±0.52 3.40±0.71 0.20 7.18±1.69 6.21±0.84 0.86 10.03±1.07 0.25 
 vessel length (mm) 1.93±0.02 1.81±0.06 0.12 1.86±0.04 1.93±0.04 0.36 1.93±0.02 0.30 
renal arteries         
 resting tension (mN) 2.5±0.4 1.8±0.3 0.18 2.3±0.4 2.2±0.4 0.99 2.6±0.5 0.89 
 normalized internal diameter  (µm) 369.7±22.9 362.6±26.6 0.84 445.5±52.0 404.3±55.6 0.85 406.4±51.6 0.87 
 max. tension (mN) 8.0±1.1 6.8±1.5 0.53 9.5±1.4 10.1±1.2 0.93 6.8±1.2 0.33 
  vessel length (mm) 1.92±0.03 1.88±0.03 0.46 1.75±0.08 1.88±0.03 0.26 1.87±0.06 0.34 
 3 
Table 1. Descriptive parameter of fetal mesenteric and renal arteries.  Data are mean ± SEM. 4 
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Table 2 
  0.7 gestation early stress 0.7 gestation    
  Endothelium Media 
Endothelium/ 
Media (%) 
Endothelium Media 
Endothelium/ 
Media (%)    
AChRM2 0.20±0.03* 0.02±0.01 24.4±7.3 0.15±0.04* 0.01±0.003 24.7±8.1    
AChRM3 0.26±0.03* 0.17±0.01 1.6±0.1 0.17±0.05 0.14±0.04 1.3±0.3    
α1A 0.31±0,05* 0.05±0.02 9.5±2.6 0.28±0.05* 0.05±0.01 23.1±17.0    
α2A 0.09±0.04 0.03±0.01 2.9±0.6 - - -    
β2 0.36±0.11* 0.08±0.02 5.4±0.8 0.05±0.01* 0.01±0.01 6.01±1.4    
COX-2 0.20±0.07* 0.06±0.03 9.2±2.7 0.14±0.04* 0.01.0.002 40.7±15.9    
eNOS 0.20±0.07* 0.002±0.002 9022.9±3685.2 0.22±0.04* 0.002±0.001 557.7±248.8    
ETA 0.07±0.02 0.06±0.01 1.2±0.3 0.06±0.03 0.09±0.04 0.9±0.5    
ETB 0.21±0.06* 0.09±0.03 3.8±1.5 0.13±0.03* 0.06±0.01 3.0±0.8    
EP2 0.11±0.04 0.08±0.04 3.0±1.5 0.11±0.03 0.11±0.04 1.5±0.5     
  0.9 gestation early stress 0.9 gestation late stress 0.9 gestation 
  Endothelium Media 
Endothelium/ 
Media (%) 
Endothelium Media 
Endothelium/ 
Media (%) 
Endothelium Media 
Endothelium/ 
Media (%) 
AChRM2 0.28±0.07* 0.03±0.01 36.3±14.4 0.07±0.02* 0.002±0.001  40.2±10.2  0.19±0.05* 0.01±0.002 30.9±7.2 
AChRM3 0.18±0.06* 0.08±0.02 2.3±0.5 0.24±0.04 0.16±0.04  1.7±0.4  0.15±0.01* 0.1±0.03 2.0±0.3 
α1A 0.32±0.04* 0.02±0.01 219.2±202.1 0.15±0.04* 0.01±0.01  25.0±8.1  0.14±0.05* 0.04±0.02 84.8±71.6 
α2A 0.20±0.06 0.11±0.03 3.8±1.9 - -  -  - - - 
β2 0.21±0.10 0.05±0.05 14.5±7.9 0.07±0.02* 0.03±0.01  5.4±2.5  0.09±0.03* 0.01±0.002 7.3±2.0 
COX-2 0.25±0.05* 0.05±0.02 14.86.3 0.12±0.04* 0.01±0.01  42.6±22.6  0.08±0.03* 0.01±0.003 42.6±22.4 
71 
eNOS 0.15±0.06* 0001±0.0007 485.3±277.0 0.08±0.03 0.036±0.035  371.0±243.7  0.13±0.04* 0.0003±0.0001 766.3±215.3 
ETA 0.05±0.02 0.04±0.01 1.3±0.4 0.10±0.02 0.21±0.07  1.9±1.5  0.09±0.04* 0.18±0.04 0.6±0.2 
ETB 0.15±0.05* 0.11±0.05 4.4±2.3 0.06±0.03* 0.01±0.01  22.9±12.3  0.19±0.04* 0.08±0.02 3.3±0.8 
EP2 0.07±0.02 0.02±0.01 5.6±2.3 0.10±0.05 0.15±0.05  8.8±8.2  0.10±0.03 0.11±0.03 1.0±0.2 
 5 
Table 2: Fetal mesenteric artery receptor and enzyme expression using the ratio of area for immunoreactivity in endothelium and media following early stress 6 
at 0.7 and early and late stress at 0.9 of ovine gestation. Acetylcholine receptor M2 (AChRM2), muscarinic acetylcholine receptor M3 (AChRM3), adrenoreceptor 7 
α1A (α1A), adrenoreceptor α2A (α2A), adrenoreceptor β2 (β2), cycloogenase-2 (COX-2), endothelial NO synthase (eNOS), endothelin-1 receptor type A (ETA), endo-8 
thelin-1 receptor type B (ETB), prostaglandin-E2 receptor EP2 (EP2), prostaglandin-E2 receptor EP4 (EP4). Data are mean ± SEM. *p < 0.05 expression in endothelium 9 
compared to media by paired students T-Test. # p< 0.05  Endothelium/media expression ratio of controls compared to stressed animals 0.7 and 0.9 gestation by oneway 10 
ANOVA (here: p always >0.05)  11 
  12 
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Table 3 
 0.7 gestation early stress 0.7 gestation    
  Endothelium Media 
Endothelium/ Me-
dia (%) 
Endothelium Media 
Endothelium/ Me-
dia (%)    
AChRM2 0.29±0.05* 0.05±0.02 9.26±2.59 0.15±0.04* 0.009±0.004 54.58±30.60    
AChRM3 0.22±0.06 0.17±0.07 2.76±1.28 0.22±0.05 0.14±0.03 1.89±0.53    
α1A 0.19±0.05* 0.025±0.014 97.13±45.43 0.18±0.05* 0.06±0.007 28.61±9.19    
β2 0.14±0.03* 0.026±0.016 7.78±3.63 0.10±0.01* 0.034±0.022 17.18±11.98    
COX-2 0.14±0.03* 0.01±0.005 36.13±16.04 0.14±.0.3* 0.01±0.001 44.74±24.16    
eNOS 0.17±0.06* 0.006±0.005 691.26±331.32 0.21±0.04* 0.001±0.001 5479.57±2552.75    
ETA 0.11±0.03 0.1±0.03 1.23±0.26 0.12±0.03 0.12±0.03 1.41±0.36    
ETB 0.21±0.04* 0.11±0.04 4.43±1.95 0.30±0.06* 0.13±0.04 5.60±2.07       
 0.9 gestation early stress 0.9 gestation late stress 0.9 gestation 
  Endothelium Media 
Endothelium/ Me-
dia (%) 
Endothelium Media 
Endothelium/ Me-
dia (%) 
Endothelium Media 
Endothelium/ Me-
dia (%) 
AChRM2 0.25±0.04* 0.023±0.009 26.00±10.95 0.01±0.005 0.0003±0.0002 100.93±64.6 0.08±0.04 0.006±0.004 36.25±15.65 
AChRM3 0.10±0.02 0.10±0.03 1.27±0.24 0.31±0.03 0.37±0.08 0.86±0.11 0.19±0.04 0.15±0.04 1.51±0.40 
α1A 0.22±0.04* 0.013±0.004 28.61±12.42 0.003±0.002 0.0001±0.00009 47.23±21.73 0.17±0.05* 0.039±0.016 76.71±52.55 
β2 0.10±0.02* 0.019±0.003 5.27±0.71 0.16±0.03 0.057±0.047 7.17±5.41 0.12±0.03* 0.023±0.008 6.36±1.08 
COX-2 0.17±0.02* 0.04±0.01 5.83±1.35 0.09±0.05 0.03±0.02 3.95±0.46 0.15±0.03* 0.03±0.01 15.79±8.64 
eNOS 0.20±0.03* 0.0005±0.0002 739.94±266.41 0.17±0.04 0.00007±0.00002 2813.02±1370.85 0.18±0.04* 0.0028±0.0012 384.54±306.67 
ETA 0.09±0.02 0.12±0.02 0.80±0.12 0.11±0.03 0.13±0.07 1.03±0.44 0.10±0.03* 0.22±0.05 0.49±0.08 
ETB 0.12±0.03 0.08±0.05 9.02±5.01 0.01±0.01 0.002±0.0003 4.45±4.22 0.23±0.05* 0.14±0.06 2.32±0.5 
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Table 3: Fetal renal artery receptor and enzyme expression using the ratio of area for immunoreactivity in endothelium and media following early stress at 0.7 13 
and early and late stress at 0.9 of ovine gestation. Acetylcholine receptor M2 (AChRM2), muscarinic acetylcholine receptor M3 (AChRM3), adrenoreceptor α1A 14 
(α1A), adrenoreceptor β2 (β2), cycloogenase-2 (COX-2), endothelial NO synthase (eNOS), endothelin-1 receptor type A (ETA), endothelin-1 receptor type B (ETB). 15 
Data are mean ± SEM. *p < 0.05 expression in endothelium compared to media by paired students T-Test. # p< 0.05 Endothelium/media expression ratio of controls 16 
compared to stressed animals 0.7 and 0.9 gestation by oneway ANOVA (here: p always >0.05)  17 
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4.3 Manuscript 3: Cardiovascular effects of prenatal stress – 
Are there implications for cerebrovascular, cognitive and 
mental health outcome? 
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5 Abschließende Diskussion 
Mütterlicher psychischer Stress während der Schwangerschaft, scheint einen wesentli-
chen Faktor für die Prädisposition von kardiovaskulären und neuropsychischen Erkran-
kungen im späteren Leben der Nachkommen darzustellen. Epidemiologische Studien zei-
gen, dass der Fetus eine hohe Plastizität gegenüber pränatalem maternalen Stress besitzt. 
So kann die kognitive, motorische, physische und verhaltensbasierte Entwicklung der 
Nachkommen durch maternale psychische Störungen und Naturkatastrophen während der 
Schwangerschaft negativ beeinflusst werden (King et al. 2012; Van den Bergh et al. 
2008). Ein erhöhter Blutdruck bei Kindern pränatal gestresster Mütter ist zudem hinweis-
gebend, dass MPS negative Aspekte auf die kardiovaskuläre Entwicklung der Nachkom-
men besitzt (van Dijk et al. 2012, Plana-Ripoll et al., 2016). Die Erforschung der präna-
talen Programmierung des erhöhten systemischen Blutdruckes durch MPS als kardiovas-
kulärer Risikofaktor könnte wegweisend für Neuerungen in der Gesundheitsversorgung 
sein. Die Wissenschaft beginnt jedoch erst zu verstehen wie psychischer Stress während 
der Schwangerschaft auf den Fetus übertragen werden kann und sich langfristig auf das 
kardiovaskuläre System des Fetus auswirkt. Die Programmierung der HPA-Achse und 
der damit verbundene erhöhte fetale Cortisolspiegel nehmen hierbei eine Schlüsselfunk-
tion in der langfristigen Prägung der Hirnentwicklung (Rakers et al. 2017) und des Ge-
fäßtonus in fetalen renalen und mesenterialen Gefäßen ein. Die Effekte von MPS auf das 
vaskuläre System, welche zur Prägung der Blutdruckregulation und damit zur Prädispo-
sition kardiovaskulärer Erkrankungen führen können, wurden in dieser Studie am Tier-
modell des fetalen Schafes betrachtet. Das fetale Schaf stellt hierfür ein ideales und etab-
liertes Modell dar, dessen intrauterine Entwicklung viele Parallelen zu der des Menschen 
aufweist und im Gegensatz zum Menschen, invasive Untersuchungen möglich sind.  
Wir konnten zeigen, dass die Reifung der wesentlich an der Blutdruckregulation beteilig-
ten Gefäßsysteme zu unterschiedlichen Zeitpunkten erfolgt (Manuskript 1). Renale Arte-
riolen erlangen ihre volle Vasoreagibilität und damit Funktion bereits im 2. Trimenon, 
wohingegen mesenterialen Arteriolen noch im 3. Trimenon reifen.  
MPS hat einen Einfluss auf die funktionelle und strukturelle Reifung dieser Gefäße (Ma-
nuskript 2). Unabhängig vom Zeitpunkt der Stressung führte MPS zu einer verzögerten 
Reifung der Gefäßmuskelzellen in mesenterialen aber nicht renalen Gefäßen, was anhand 
einer veränderten Myosinzusammensetzung deutlich wurde. Die funktionellen Effekte 
sind heterogen, abhängig vom Gefäßtyp und dem Zeitpunkt der Stressexposition. 
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Es gibt keine besonders vulnerablen Zeitfenster (1.-2. Trimenon vs. 3. Trimenon) wäh-
rend der fetalen Entwicklung, wie es anzunehmen war. Vielmehr bedingt MPS im 1. bis 
2. Trimenon eine Verstärkung der Vasokonstriktion und Dilatation, wobei MPS im letz-
ten Trimenon primär vasodilatative Mechanismen beeinflusst. Dies geht einher mit einer 
verminderten NO-vermittelten Vasodilatation in renalen und einer verstärkten Vasodila-
tation in Response zu Acetylcholin in mesenterialen Gefäßen. Der größte Stress-Effekt 
ist auf Endothelin-1 in mesenterialen Widerstandsgefäßen und auf die NO-vermittelte 
Vasoreagibilität in renalen Blutgefäßen zurückzuführen. Die MPS-abhängigen Verände-
rungen der Vasoreagibiltät scheint primär durch die Beeinflussung intrazellulärerer Sig-
naltransduktionswege nicht aber durch Veränderungen der Expression vasomediativer 
Rezeptoren und Enzym bedingt zu sein. Diese Effekte unmittelbar nach der Stressung 
sind jedoch 30 Tage danach nicht mehr nachweisbar und wurden durch andere Verände-
rungen ersetzt. Die verringerte noradrenerge Antwort mesenterialer und verstärkte va-
sodilatative Antwort renaler Blutgefäße wirkt möglicherweise der initial stressbedingt er-
höhten Vasokonstriktion entgegen um diese zu kompensieren. 
Unsere Übersichtsarbeit (Manuskript 3) machte deutlich, dass die Effekte von pränataler 
synthetischer Glukokortikoidexposition auf das kardiovaskuläre System im Tiermodell 
ebenfalls heterogen sind. Valide Daten zu den Effekten von MPS während der Schwan-
gerschaft im Tiermodell oder dem Menschen liegen kaum vor. Im Vergleich zu unseren 
Ergebnissen der Auswirkungen von MPS während der Schwangerschaft, können jedoch 
Parallelen zur Programmierung des vaskulären Systems durch synthetische Glukokor-
tikoide gezogen werden.  
5.1 Die Reifung des fetalen mesenterialen (Manuskript 1) und 
renalen Gefäßsystems (Anhang) 
Als Basis für die zu Untersuchung der Effekte von pränatalem Stress auf das vaskuläre 
System wurde die physiologische Reifung wesentlicher blutdruckregulierender Ge-
fäßsysteme untersucht: des fetalen renalen und mesenterialen Gefäßsystems. Strukturell 
wurde die physiologische Entwicklung anhand des Verhältnisses von Gefäßwandfläche 
im Querschnitt zum Lumen (Wall-to lumen-ratio, media cross sectional area) und die 
Reifung anhand der Expression von fetalem (MHC-B) bzw. adulter (SM2) Myosin-isof-
orm geprüft. Funktionell wurde die Antwort auf verschiedenen Vasomediatoren mittels 
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small vessel wire myography untersucht und die Expression an der vaskulären Funktion 
beteiligte Rezeptoren/Enzyme mittels Immunhistochemie geprüft (Tabelle1).  
 
Tabelle 1 
Vasomediator Markertypus Vasokonstriktion Vasodilatation 
Vasokonstriktoren 
Kalium 
 
- 
 
Depolarisation 
 
Noradrenalin Rezeptor α1A β2* 
Endothelin-1 Rezeptor ETA, ETB* ETB* 
Vasodilatatoren    
Acetylcholin Rezeptor AChRM2, AChRM3*  
Prostaglandin-E2 Rezeptor  EP2 
NO-Donor Enzym  COX-2*, eNOS* 
Tabelle 1. Mittels small vessel wire myography untersuchte Vasomediatoren der vaskulären Funktion und 
anhand von Immunhistochemie untersuchte Rezeptoren und Enzyme, welche wesentlich an der vaskulären 
Funktion beteiligt sind. Muskarinischer Acetylcholin Rezeptor M2 (AChRM2), muskarinischer Acetylcho-
lin Rezeptor M3 (AChRM3), Adrenorezeptor α1A (α1A), Adrenorezeptor β2 (β2), Cyclooxygenase-2 
(COX-2), endotheliale NO Synthase (eNOS), Endothelin-1 Rezeptor Typ A (ETA), Endothelin-1 Rezeptor 
Typ B (ETB), Prostaglandin-E2-Rezeptor (EP2). * vorwiegend im Endothel exprimiert 
Pränatal durchlaufen die renalen Interlobulararteriolen und mesenterialen Widerstands-
gefäße eine strukturelle und funktionelle Reifung, zu unterschiedlichen Phasen der 
Schwangerschaft.  
Renale Interlobulararteriolen. Die physiologische Entwicklung der Nieren beginnt be-
reits im ersten bis mittleren Schwangerschaftsdrittel des Schafes (Wintour and Moritz, 
1997). Die konstante Vasokonstriktions- und Vasodilatationskapazität und das 
Ausbleiben von strukturellen Veränderungen der Gefäßwand von 0.7 bis 0.9 der 
Gestation unserer Ergebnisse zeigen, dass die funktionelle und strukturelle Reifung der 
Interlobulararteriolen konkordant zur Nephrogenese, bereits zu Beginn des letzten 
Trimenons abgeschlossen sind. Dies bildet die Grundlage für die Regulation des fetalen 
renal-kortikalen Blutflusses als wesentlicher Mediator der Aktivität des RAAS (Wintour 
and Moritz 1997). 
Mesenteriale Arteriolen. Im Gegensatz zu den renalen Gefäßen zeigten die mesenterialen 
Widerstandsgefäße eine primäre funktionelle Reifung der Vasoreagibilität von 0.7 bis 0.9 
der Gestation. Dies bestätigt, dass die Reifung der mesenterialen Gefäße und der renalen 
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Interlobulargefäße zu unterschiedlichen Phasen der Schwangerschaft erfolgt. Eine struk-
turelle Reifung scheint jedoch auch bei den mesenterialen Gefäßen bereits zum Zeitpunkt 
0.7 der Gestation abgeschlossen. Wir konnten keine Veränderung der Zusammensetzung 
des fetalen/adulten Myosins oder der „wall-to-lumen-ratio“ in den mesenterialen Gefäßen 
im letzten Trimenon nachweisen.  
Die funktionelle Reifung der mesenterialen Gefäße findet primär im letzten Trimenon 
statt, was sich in einer gesteigerten Vasokonstriktion sowie einer verstärkten Vasodilata-
tion von 0.7 bis 0.9 der Gestation zeigte. Die Reifung der Endothelfunktion ist geprägt 
durch eine gesteigerte Vasodilatation in Reaktion auf Acetylcholin und die Reifung der 
Myozytenfunktion durch eine verstärkte Konstriktion in Response zu Endothelin-1 und 
Noradrenalin. In Übereinstimmung damit konnte demonstriert werden, dass der vaskuläre 
Widerstand in Reaktion auf Noradrenalin in mesenterialen Arteriolen von der fetalen Pe-
riode bis in die frühe Neonatalperiode hin ansteigt (Lorijn and Longo, 1980, Buckley, 
1983). Die gesteigerte Vasoreagibilität in Reaktion auf Endothelin-1 und Noradrenalin 
wurde auch in femoralen Arteriolen von Schaffeten im letzten Trimenon beschrieben 
(Docherty et al. 2001), was auf eine simultane funktionelle Entwicklung dieser Wider-
standsgefäße hinweist. Die Reifung der mesenterialen Arteriolen ist nicht verbunden mit 
einer Veränderung der Rezeptor- oder Enzymexpression. Es ist daher zu vermuten, dass 
die funktionelle Entwicklung im letzten Trimenon eher auf eine Reifung der intrazellulä-
ren Signaltransduktionswege zurückzuführen ist. In Übereinstimmung hiermit zeigen an-
dere Studien, das Ca2+- -abhängige und -unabhängige Signalwege der vasomotorischen 
Kontrolle während der späten Schwangerschaft und frühen Neonatalperiode reifen (Go-
yal et al. 2008, Goyal et al. 2009, Blood et al. 2002). Reifeprozesse sind für intrazelluläre 
Ca2+- Speicher, L-type-Ca2+- Kanäle (Blood et al. 2002, Long et al. 2000) und die rho-
Kinase-Aktivität (Goyal et al. 2009) in Hirngefäßen, der Karotis und Aorta von fetalen 
Schafen beschrieben. Die von uns gezeigte Steigerung der mesenterialen Vasokonstrik-
tion und die von anderen gezeigte Steigerung der femoralen Vasokonstriktion (Docherty 
et al. 2001), trägt höchstwahrscheinlich wesentlich zum Anstieg des peripheren systemi-
schen Widerstands und somit zum fetalen präpartalen Blutdruckanstieg im letzten Tri-
menon bei (Unno et al. 1999).  
Wir können somit Parallelen zwischen den gefäßtypen-spezifischen Unterschieden in der 
funktionellen Entwicklung von fetalen renalen und mesenterialen Arteriolen und deren 
physiologischen Funktionen in der fetalen Blutdruckregulation ziehen. Bekannt ist, dass 
die Nieren durch das Renin-Angiotension-Aldosteron-System (RAAS) an der 
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mittelfristigen, systemischen Blutdruckregulation beteiligt sind (Dampney et al. 2002). 
Die mesenterialen Arteriolen, als Vertreter der peripheren Widerstandsgefäße, sind 
hingegen an der kurzfristigen Blutdruckregulation beteiligt und verengen sich 
sympathisch vermittelt in Stresssituationen um den Blutdruck zu steigern (Cowley et al. 
1992). Die mittelfristige Blutdruckregulation, vermittelt durch das RAAS, an welchem 
die renalen Interobulararteriolen wesentlich beteiligt sind, scheint somit vor der 
kurzfristigen Blutdruckregulation durch periphere Widerstandsgefäße zu reifen. Die 
Regulation des homeostatischen Blutdruckes ist für die Aufrechterhaltung des 
Blutdruckes im Fetus weit vor der Geburt von großer Bedeutung und scheint daher schon 
früh in der Entwicklung ausgebildet zu sein, um einen ausreichenden Perfusionsdruck für 
die zerebrale und viszerale Zikulation zur Verfügung zu stellen. Die Reaktion auf externe 
Reize wie orthostaische Blutdruckschwankungen und stress-bedingte (sympathisch-
vermittelte) Blutumverteilung scheint somit erst mit fortschreitender Entwicklung des 
Fetus, in Vorbereitung auf die Zeit nach der Geburt, an Bedeutung zu gewinnen.  
5.2 Der Einfluss von MPS auf Funktion und Reifung fetaler 
Gefäßsysteme (Manuskript 2) 
Bei der Untersuchung der Auswirkungen von MPS auf die fetale Gefäßreifung müssen 
die zeitlich versetzte Reifung der Gefäßtypen berücksichtigt werden (siehe Manuskript 
1). In beiden Gefäßtypen wurden deshalb die akuten Auswirkungen von MPS im 1. - 2. 
Trimenon (0.2-0.7 der Gestation) und von MPS im 3. Trimenon (0.7-0.9 der Gestation) 
untersucht, sowie der prägende Langzeiteffekt von MPS zwischen 0.2-0.7 der Gestation, 
30 Tage nach der Stressexposition.  
Strukturelle Effekte von MPS  
Auf strukturellem Niveau konnten wir in renalen Arteriolen keinen Einfluss von MPS auf 
die Entwicklung der Gefäßmuskulatur in nachweisen. Im Gegensatz dazu bewirkte MPS, 
unabhängig vom Zeitpunkt der Stressexposition, eine verzögerte Reifung der glatten 
Muskelzellen in den mesenterialen Arteriolen, welches sich primär in der verstärkten Ex-
pression von fetalem Myosin (MHC-B) gegenüber adultem Myosin (SM2), wiederspie-
gelte. Die Verzögerung der strukturellen Entwicklung mesenterialer Widerstandsgefäße 
impliziert, dass dieser Gefäßtyp vulnerabler gegenüber MPS ist als es renale Interlobu-
lararteriolen sind. Im Gegensatz zu unserer Hypothese der besonderen Stressvulnerabili-
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tät mesenterialer Gefäße im. 3. Trimenons traten die Stresseffekte sowohl durch Exposi-
tion im 1.-2. Sowie im 3. Trimenon auf, d.h. auch nach Abschluss der strukturellen Ge-
fäßreifung am Ende des 2. Trimenons (siehe 5.1 Die Reifung des fetalen mesenterialen 
(Manuskript 1) und renalen Gefäßsystems (Anhang)). Diese strukturellen Stresseffekte 
konnten auch 30 Tage nach Ende der Stressexposition festgestellt werden, was für einen 
prägenden Effekt der Stressexposition auf mesenteriale, nicht jedoch auf renale Gefäße, 
spricht.  
Funktionelle Effekte von MPS  
Auf funktioneller Ebene konnten sowohl im renalen als auch mesenterialen Blutgefäßen 
stress-induzierte Veränderungen nachgewiesen werden. Die Effekte waren bezüglich des 
Zeitpunktes der Stressexposition als auch zwischen den beiden Gefäßtypen heterogen und 
betrafen vasokonstriktorische und vasodilatative Signalwege. Damit standen die Effekte 
im Gegensatz zu unserer Hypothese der besonderen Stressvulnerabilität der Widerstands-
gefäße zum Zeitpunkt der primären Reifung der Gefäßsysteme (siehe 5.1). Im Detail hatte 
MPS im 1.- 2. und im 3. Trimenon folgende Effekte. 
1.-2. Trimenon (0.2-0.7 der Gestation) 
MPS zwischen 0.2-0.7 der Gestation bewirkte nach Ende der Stressexposition eine ver-
stärkte Endothelin-1 vermittelte Vasokonstriktion sowohl in renalen als mesenterialen 
Gefäßen. In den renalen Gefäßen war zusätzlich eine verstärkte endotheliale Vasodilata-
tion in Reaktion auf Acetylcholin nachweisbar.  
Die verstärkte Vasoreagibiltät auf Endothelin-1 und Acetylcholin war zum Zeitpunkt 0.9 
der Gestation (d.h. 30 Tage nach Ende der Stressexposition) nicht mehr nachweisbar. Zu 
diesem Zeitpunkt waren vasodilatative Komponenten verstärkt, möglicherweise um die 
initial stressbedingt erhöhte Reaktion auf die Endothelin-1-abhängige Vasokonstriktion 
zu kompensieren. Allerdings unterschieden sich die Langzeiteffekte zwischen den unter-
suchten Gefäßtypen. Sie umfassten eine verstärkte Progstaglandin-E2 (PGE2) und NO-
abhängige Vasodilatation im renalen Blutgefäß und eine geringere Gefäßgrundspannung 
sowie eine verringerte noradrenerge Vasokonstriktion im mesenterialen Blutgefäß. Zu-
sammengefasst bestätigt dies unsere zweite Hypothese. Durch MPS werden Glukokor-
tikoid-sensitive Vasotransmittersysteme beeinflusst (Endothelin-1, Acetylcholine, NO, 
Prostaglandine), im Speziellen die funktionelle Reifung des Endothels. Die funktionellen 
Adaptionen an MPS waren jedoch nicht von einer veränderten Rezeptor- (AChRM2, 
AChRM2, EP2, ETA, ETB, α1A, β2) bzw. Enzymexpression (eNOS, COX-2) begleitet  
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Insgesamt kompensierte 30 Tage nach Ende der Stressexposition im 1. und 2. Trimenon 
die Verschiebung zu einer stärkeren Vasodilatation in beiden Gefäßsystemen die kurz 
nach Stressexposition nachweisbar erhöhte Vasokonstriktion. Die Programmierung eines 
erhöhten Blutdruckes, wie er in epidemiologischen Studien beschrieben wurde (van Dijk 
et al. 2012, Plana-Ripoll et al., 2016) scheint demnach bisher nicht auf vaskuläre Stress-
effekte zurückgeführt werden können. Die Parallelen zu den Effekten nach pränataler Ex-
position zu synthetischen Glukokortikoiden wird im nächsten Kapitel diskutiert. 
3. Trimenon (0.7-0.9 der Gestation) 
Analog zu den Effekten von MPS im 1.-2. Trimenon verstärkt auch MPS im letzten Tri-
menon (0.7-0.9 der Gestation) primär vasodilatative Komponenten der Vasoreagbilität in 
beiden Gefäßtypen, wobei sich die durch MPS im letzten Trimenon beeinflussten Vaso-
mediatoren von den durch MPS im 1.-2. Trimenon beeinflussten Vasomediatoren unter-
scheiden. Durch MPS im letzten Trimenon wurde die endothelunabhängige und –abhän-
gige NO und PGE2-vermittelte Vasodilatation in renalen Gefäßen vermindert, die en-
dothelabhängige Vasodilatation (Acetylcholin) in mesenterialen Gefäßen verstärkt.  
Analog zu MPS im 1.-2. Trimenon war die funktionell veränderte Vasoreagibilität nicht 
von Änderungen einer korrespondierenden Rezeptor- (AChRM2, AChRM2, EP2, ETA, 
ETB, α1A, β2) bzw. Enzymexpression (eNOS, COX-2) begleitet. Entgegen unserer dritten 
Hypothese hat MPS im letzten Trimenon, trotz der scheinbar bereits abgeschlossenen 
physiologischen Reifung der renalen Interlobulararteriolen (siehe Anhang) auch Auswir-
kung auf die Entwicklung dieses Gefäßsystems (Manuskript 2).  
Insgesamt führt MPS im letzten Trimenon zwar in beiden Gefäßsystemen zu einer Stö-
rung der vasodilatativen Kapazität, welche jedoch nicht den erhöhten systemischen Blut-
druck von Kindern von Müttern nach psychischem Stress während der Schwangerschaft 
erklärt (van Dijk et al. 2012, Plana-Ripoll et al., 2016). Der Vergleich zu Studien nach 
synthetischer Glukokortikoidexposition wird im nächsten Kapitel gezogen. 
Die entwicklungsbezogene Plastizität von Blutgefäßen in utero gegenüber äußeren Ein-
flüssen (z.B. synthetischen Glukokortikoiden etc.) ist schon seit langem bekannt (Seckl, 
2001). Exogene Glukokortikoide können prägende blutdrucksteigernde Effekte auf das 
Kreislaufsystem des Ungeborenen haben (Seckl, 2001). Durch unsere Studie wird nun 
deutlich, dass auch MPS während kritischer Phasen der fetalen Entwicklung die Struktur 
und Funktion wesentlicher an der Blutdruckregulation beteiligter Gefäßsysteme beein-
5 Abschließende Diskussion 101 
101 
flusst. Wir konnten allerdings keine Stressperiode (1.-2. Trimenon, oder letztes Tri-
menon) identifizieren, für welche die Gefäßtypen vulnerabler sind. In beiden Zeiträumen 
wurde die Vasoreagibilität über unterschiedliche Mediatoren durch MPS beeinflusst. Dar-
über hinaus hatte MPS, abhängig vom untersuchten Gefäßtyp unterschiedliche Einflüsse 
auf die Gefäßreagibilität. Diese Unterschiede sind durch unsere Untersuchungen nicht zu 
erklären.  
5.3 Die Auswirkungen von MPS auf die fetale 
Gefäßentwicklung - Vergleich zu Studien mit 
synthetischen Glukokortikoiden (Manuskript 3) 
Wesentlicher Mediator von MPS ist Cortisol (Dodic et al. 1998), was den Vergleich un-
sere Ergebnisse zu den Effekten der systemischen Administration von synthetischen Glu-
kokortikoiden nahelegt. Die meisten bisherigen Untersuchungen zu den Auswirkungen 
von pränatalem Stress wurden nach Applikation von synthetischen Glukokortikoiden im 
Schaf durchgeführt (Bsp.: 1. Trimenon: Roghair et al. 2005, 2. Trimenon: Dodic et al. 
1998, Hai et al. 2002, 3. Trimenon: Molnar et al. 2003, Roghair et al. 2004). Im Folgenden 
sollen nun die Effekte von MPS während der Schwangerschaft mit der pränatalen Expo-
sition zu synthetischen Glukokortikoiden verglichen werden. 
Strukturelle Gefäßveränderungen 
Pränatal applizierte synthetische Glukokortikoide und MPS verändern den strukturellen 
fetalen Gefäßaufbau (McMillen & Robinson, 2005, Hai et al. 2002). Dabei gibt es Unter-
schiede. Synthetische Glukokortkoide führen zu einer mikroskopischen Änderung im Ge-
fäßaufbau (McMillen & Robinson, 2005). In unserer Studie hingegen gab es, unabhängig 
vom Zeitpunkt der Stressexposition keinen Anhalt für Hypertrophie oder eine gesteigerte 
Proliferation der Gefäßmuskelzellen durch MPS, was ein altersgerechter Durchmesser 
der Gefäßmuskelschicht (media cross-sectional area, media-to-lumen-ratio) beweist. Ein 
Weiterer Fokus der Untersuchungen zur Gefäßstruktur in unserer Studie lag auf der feta-
len und adulten Myosin Expression. Nach pränataler Exposition zu synthetischen Gluko-
kortikoiden ist eine Veränderung der fetalen/adulten Myosin-Zusammensetzung be-
schrieben (Hai et al. 2002). Analog zu diesen Ergebnissen konnten wir eine verstärkte 
Expression des fetalen Myosins (MHC-B) beobachten, welches hinweisgebend für die 
durch MPS verzögerte strukturelle vaskuläre Entwicklung ist. Weitere strukturelle Ver-
änderungen nach synthetischer Glukokortikoidexposition umfassen einen verminderten 
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Elastin- und erhöhten α-Aktin-Gehalt in der Gefäßwand als Marker einer gesteigerten 
Gefäßrigidität (Matuszek et al. 2006, Martyn et al. 1995, Nuyt 2008). In wie weit MPS 
einen Einfluss auf die Gefäßelastizität bzw. auf die Elastin- und α-Aktin Expression hat, 
wurde in unserer Studie nicht untersucht. Die mikroskopisch erkennbaren Effekte nach 
synthetischen Glukokortikoidexposition wie wir sie nach MPS nicht beobachten konnten, 
sind möglicherweise auf die stärkere Bioaktivität und den ungehemmten Plazentaübertritt 
der synthetischen Glukokortikoide zurückzuführen. 
Funktionelle Gefäßveränderungen 
Die funktionellen Effekte von MPS sind vielseitig und einige Parallelen können zu Ef-
fekten nach Applikation von synthetischen Glukokortikoiden im gleichen Tiermodell ge-
zogen werden. In femoralen Widerstandsgefäßen (Docherty et al. 2001; Molnar et al. 
2003; Molnar et al. 2002), wie auch durch uns ermittelt in mesenterialen und renalen Ar-
teriolen (Manuskript 2), führten synthetische, bzw. endogene Glukokortikoide zu einer 
gesteigerten Endothelin-1-abhängigen Vasokonstriktion. Auch die Reaktion zur en-
dothelabhängigen Vasodilatation zu Acetylcholin war vergleichbar. So zeigten Femo-
ralarteriolen und Mesenterialarteriolen von pränatal gestressten (Manuskript 2) bzw. mit 
synthetischen Glukokortikoid-behandelten Feten (Anwar et al., 1999; Roghair et al., 
2004; Manuskript 2) eine höhere Sensitivität zu Acetylcholin. Interessant ist, dass der 
Effekt nach Applikation von synthetischen Glukokortikoiden im letzten Trimenon auf die 
Acetylcholin-Sensitivität scheinbar bis in das Erwachsenenalter reicht (Molnar et al. 
2003; Pulgar & Figueroa, 2006; Roghair et al. 2005). Die Auswirkungen von syntheti-
schen Glukokortikoiden auf andere Vasokonstriktoren (K+, Phenylephrin, Norepinephrin, 
Thromboxan-A2, Angiotensin-II) und Vasodilatatoren (Sodium Nitroprusside) wurde in 
femoralen und mesenterialen Widerstandsgefäßen untersucht (Roghair et al. 2004, Ro-
ghair et al. 2005, Segar et al. 2006, Anwar et al. 1999, Docherty et al. 2001, Molar et al. 
2002, Molar et al. 2003). Die Ergebnisse der Untersuchungen zur Beeinflussung des Va-
sotonus durch diese Vasomediatoren sind jedoch zu divers um die Rolle des Expositions-
zeitpunktes, der Expositionsdauer und dem Zeitraum zwischen Exposition und Untersu-
chungszeitpunkt zu identifizieren (Manuskript 3).  
Die Effekte von MPS im 1.-2. Trimenon in mesenterialen und renalen Gefäßen waren 30 
Tage nach Ende der Stressexposition nicht mehr nachweisbar (Manuskript 2) und wurde 
durch andere Effekte ersetzt. Wie für synthetische Glukokortikoide gezeigt (Moritz et al. 
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2005), können damit Veränderungen der Vasoreagibilität auch verzögert im juvenilen o-
der adulten Nachwuchs auftreten. Die funktionelle Untersuchung der prägenden vaskulä-
ren Effekte von MPS im juvenilen oder adulten Nachwuchs stellt somit ein interessantes, 
zukünftiges Forschungsfeld dar. 
Die Parallelen lassen sich durch die gemeinsame Wirkung von Cortisol und synthetischen 
Glukokortikoiden am Glukokortikoidrezeptor erklären, welcher als Transkriptionsfaktor 
multiple Prozesse nachhaltig beeinflusst und schon früh im fetalem Gewebe exprimiert 
wird (Yang et al. 1990).  
Es gibt jedoch auch unterschiedliche Effekte von MPS und der Exposition zu syntheti-
schen Glukokortikoiden auf die vaskuläre Entwicklung. Die Unterschiede zwischen MPS 
und der Exposition zu synthetischen Glukokortikoiden wird beim Vergleich der endothel-
unabhängigen, NO-bedingten Vasodilatation deutlich. In mesenterialen Arteriolen hatte 
MPS keinen Effekt auf die NO-abhängige Dilatation, wohingegen die pränatale Exposi-
tion zu synthetischen Glukokortikoiden eine verminderte NO-abhängige Vasodilatation 
zur Folge hatte (Roghair et al. 2004). Durch MPS und synthetische Glukokortikoide wer-
den möglicherweise Vasomediatorensysteme angesprochen, welche im Speziellen die 
funktionelle Reifung des Endothels (Endothelin-1 - und Acetylcholinantwort) beschleu-
nigen. Die zusätzlichen Effekte von MPS (NO-Antwort) auf die Widerstandsgefäße kann 
vielfältige Ursachen haben. So führt MPS nicht nur zur Freisetzung von Cortisol, sondern 
im Gegensatz zu synthetischen Glukokortikoiden, auch zur Freisetzung von Katechola-
minen, welche selbst eine vasokonstriktive Wirkung haben (Derks et al., 1997; Rakers et 
al. 2015). Während letztere zwar nicht plazentagängig sind (Jones and Robinson 1975), 
so führt doch die Aktivierung des mütterlichen sympathischen Nervensystems durch MPS 
zu einem erhöhten vaskulären Tonus in Plazenta und im Uterus. Damit einher geht eine 
verringerte plazentare Durchblutung, die ebenfalls einen fetalen Stressor darstellt (Rakers 
et al. 2017). Unabhängig vom Plazentatransfer von mütterlichem Cortisol kommt es zu 
einer fetalen Produktion von Katecholaminen während des pränatalen Stressinsults (Ra-
kers et al. 2015). Katecholamine als potente Vasokonstriktoren, tragen mit hoher Wahr-
scheinlichkeit zu den beobachteten vaskulären Effekten von MPS bei.  
Signaltransduktionswege 
Entgegen den Effekten nach Therapie mit synthetischen Glukokortikoiden (AT1-Rezep-
tor: z.B. Roghair et al. 2003, ETA: Kutzler et al. 2002), führten unsere ermittelten Stress-
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bedingten funktionellen Veränderungen nicht zu eindeutigen Veränderung der korrespon-
dierenden Enzym- und Rezeptorexpression in den untersuchten fetalen Gefäßsystemen. 
Wir schließen daraus, dass die funktionellen, stressbedingten Änderungen der Vasorea-
gibilität nicht auf Unterschiede in der Rezeptorendichte oder -Affinität, sondern wahr-
scheinlich auf eine Modifikation intrazellulärer Signalkaskaden zurückzuführen sind. 
Vielmehr scheint eine pränatale Exposition zu synthetischen Glukokortikoiden eine Viel-
zahl intrazellulärer Prozesse, welche auf die Kontraktilität der vaskulären Muskelzelle 
Auswirkungen hat, nachhaltig zu prägen (Lewko et al. 1993, Lee et al. 2014, Slotkin et 
al. 1994). Gemeinsamkeiten der Effekte von synthetischen Glukokortikoiden und MPS 
auf die Vasokontraktions- (Endotehlin-1) und Vasodilatationsmechanismen (Acetylcho-
lin) des Fetus, lassen sich durch die gemeinsame Wirkung von Cortisol und synthetischen 
Glukokortikoiden am Glukokortikoidrezeptor erklären, welcher als Transkriptionsfaktor 
multiple Prozesse nachhaltig beeinflusst und schon früh im fetalem Gewebe exprimiert 
wird (Yang et al. 1990).  
Beispiele für einen durch synthetische Glukokortikoide beeinflussten Signaltransdukti-
onsweg ist die Expression der Adenylat Zyklase (Abbildung 2), welche durch syntheti-
sche Glukokortikoide hochreguliert wird (Slotkin et al. 1994; Bian et al. 1992; Stein et al. 
1993). Dieses Enzym ist durch die Produktion von cAMP an multiplen Signalwegen, un-
ter anderem der Vasoreagibilität in vaskulären Muskelzellen beteiligt (Abbildung 2). Die 
Aktivierung des Enzyms führt zur Amplifizierung des initialen Signals und realisiert so 
unter anderem die Membranrezeptor-abhängige Vasodilatation (Abbildung 2). Weitere 
durch Glukokortikoide modulierte Signalwege sind die Ca2+ Mobilisierung (Lee et 
al.2014, Wenjie et al. 2014) und die Aktivität der löslichen Guanylatzyklase (Lewko et 
al. 1993).  
Die Unterschiede der Effekte von synthetischen Glukokortikoiden und MPS liegt mög-
licherweise in dem weitaus komplexeren Wirkmechanismus von MPS und der höheren 
biologischen Potenz synthetischer Glukokortikoide begründet. 
Die funktionelle Untersuchung der vaskulären Effekte und der korrespondierenden Sig-
nalwege nach pränataler Stressexposition im juvenilen und adulten Nachwuchs stellt so-
mit ein interessantes, zukünftiges Forschungsfeld dar.  
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5.4 Kardiovaskuläre Effekte von MPS und synthetischen 
Glukokortikoiden im späteren Leben (Manuskript 3) 
In der Übersichtsarbeit haben wir den aktuellen Wissensstand zu den prägenden Effekten 
von MPS auf das kardiovaskuläre System zusammengefasst und den Effekten von syn-
thetischen Glukokortikoiden gegenüberstellt. Dabei wurde die Literatur zu den Auswir-
kungen von maternalem psychischen Stress bzw. MPS auf das kardiovaskuläre System 
des Fetus/Nachwuchs aus epidemiologischen und experimentellen Studien gegenüberge-
stellt und mit Daten zur pränatalen Exposition zu synthetischen Glukokortikoiden vergli-
chen.  
Die Untersuchungen zur peripheren fetalen Durchblutung haben zum Großteil in Tiermo-
dellen unter Verwendung von synthetischen Glukokortikoiden stattgefunden. Akut ver-
ursachte eine pränatale Glukokortikoidexposition im letzten Trimenon reproduzierbar ei-
nen transienten Blutdruckanstieg (Quaedacker et al. 2005; Docherty et al. 2001; Derks et 
a. 1997), welcher jedoch nicht in die neonatale/juvenile Phase anhielt (Moss et al. 2001). 
Die Einwirkung von synthetischen Glukokortikoiden im 1. Trimenon verursachte einen 
Blutdruckanstieg, welcher nicht im neonatalen (Segar et al. 2006, Moritz et al. 2002), 
wohl aber im juvenilen und adulten Tier beobachtet werden konnte (Roghair et al. 2005; 
Dodic et al. 1998; Peers et al. 2001). Somit ist eine vulnerable Phase für die Programmie-
rung des fetalen Blutdruckes durch exogene Glukokortikoide vor allem während der frü-
hen Schwangerschaft (0.2 der Gestation) belegt. Eine Rolle für diesen prägenden Effekt 
auf die Blutdruckregulation scheinen synthetische Gukokortikoide durch die Prägung der 
Herz-und Nierenentwicklung (Moritz et al. 2002) und die Modulation des RAAS (Moritz 
et al. 2002) sowie der HPA-Achse (Wintour & Moritz et al. 1997) zu spielen. 
Ähnlich wie nach synthetischer Glukokortikoidexposition konnte in unserer Arbeits-
gruppe nach MPS im letzten Trimenon ein transienter Blutdruckanstieg des Fetus nach-
gewiesen werden (Dreiling et al. 2017; Rakers et al. 2015). Tierexperimentelle Studien 
zu den prägenden Auswirkungen von MPS auf das kardiovaskuläre System sind rar und 
konnten keinen basalen Blutdruckanstieg im juvenilen/adulten Nachwuchs von gestress-
ten Ratten und Meerschweinchen (Ratte: Igosheva et al. 2004; Meerschweinchen: Kapoor 
and Matthews 2005) nachweisen, aber eine höhere mittlere Herzfrequenz bei juvenilen 
pränatal gestressten Schafen während induzierter Stressphasen (Roussel et al. 2004). Die 
länger anhaltenden Effekte synthetischer Glukokortikoide im Vergleich zu MPS sind ver-
mutlich zurückzuführen auf die weitgehende Inaktivierung des maternalen Cortisols 
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durch die plazentare 11β-HSD2 (Seckl & Meaney, 2004) und die höhere biologische Po-
tenz synthetischer Glukokortikoide (Yang et al. 1990).  
Humanen Studien mangelt es bezüglich der akuten Effekte einer pränatalen Applikation 
von synthetischen Glukokortikoiden aufgrund des heterogener Studiendesigns und einer 
geringen Fallzahl an Aussagekraft (Malhorta et a. 2017). Bisher gibt es keine humane 
Langzeitstudie, welche einen Zusammenhang zwischen pränataler Glukokortikoidexpo-
sition und einem negativen Effekt auf die kardiovaskuläre Gesundheit herstellt. Wenige 
prospektive Studien konnten jedoch einen schwachen Zusammenhang zwischen mater-
nalem psychischen Stress und dem erhöhten Blutdruck des Nachwuchses in der Kindheit 
und im Erwachsenenalter (van Dijk et al. 2012; Plana-Ripoll et al., 2016) beobachten. 
Umfangreiche prospektive Studien nach pränataler Glukokortikoid Applikation sowie 
MPS beim Menschen wären demnach von Nöten, um die kardiovaskulären Auswirkun-
gen des Nachwuchses in Stresssituationen zu untersuchen und um gezieltere tierexperi-
mentelle Studien zu den Mechanismen anschließen zu können. Allerdings sind diese auf-
grund ihrer diffizilen Durchführung limitiert. 
5.5 Limitationen der Methoden und Ergebnisse  
In dieser Arbeit wurde die Reifung der fetalen mesenterialen Widerstandsgefäßen und 
renalen Interlobulararteriolen anhand struktureller und funktioneller Methoden im Tier-
modell des fetalen Schafes charakterisiert. Mechanistische humane Studien sind aus 
ethischen Gründen nicht durchführbar, da sich eine quantifizierbare Exposition der 
werdenden Mütter gegenüber experimentellen Stressoren verbietet. Zudem sind 
prospektive humane Studien aufgrund des notwendigen langen Beobachtunsgzeitraums 
nur schwer durchführbar. Das fetale Schaf hat sich, als klassisches Tiermodell für Unter-
suchungen der humanen Fetalphysiologie etabliert, da der zeitliche Ablauf der 
intrauterinen Entwicklung dem des menschlichen Feten ähnelt, im Gegensatz zu 
kleineren Versuchstieren wie Nagern, die extrem unreif zur Welt kommen (Andersen et 
al. 2018). Die Größe der Feten und der ähnliche Ablauf der intrauterinen Entwicklung der 
Feten von Schaf und Mensch lässt ein Studium und den Vergleich der wesentlichen in 
der Blutdruckregulation involvierten Organsysteme zu. Unsere Arbeitsgruppe etablierte 
auf dieser Grundlage ein Tiermodell an Schafen mit reproduzierbar erhöhten maternalen 
Cortisolspiegeln, welche durch chronischen psychosozialen Stress während der Schwan-
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gerschaft induziert wurden. Das chronisch gestresste fetale Schaf bietet somit ein adäqua-
tes Tiermodell, um die Effekte und die Mechanismen der Stressübertragung von der Mut-
ter auf den Fetus zu charakterisieren und potentiell die Programmierung von Krankheiten 
im späteren Leben zu untersuchen.  
Die funktionellen Untersuchungen der fetalen Blutgefäße wurden mittels small vessel 
wire myography durchgeführt. Eine Methode, bei der sich die Funktion vitaler Gefäße 
mit einem Durchmesser von ca. 200µm unter Einwirkung verschiedener Vasomediatoren 
ex vivo reproduzierbar untersuchen lässt (Mulvany et al. 1977). Diese Methode erlaubt 
die funktionelle Untersuchung von Widerstandsgefäßen sowie zerebrovaskulären Gefä-
ßen im Großtiermodell und von Konduitgefäßen bei Nagern auf mechanischer Ebene 
(Mulvany & Aalkjær 1990). Die Widerstandsgefäße bei Nagern sind zu kleinlumig für 
die funktionelle Untersuchung und Konduitgefäße spiegeln nicht das Verhalten blut-
druckregulierender Arteriolen wider, daher stellte ein Großtiermodell wie das fetale Schaf 
die adäquate Wahl für unsere Untersuchungsziele dar. 
Die strukturellen Untersuchungen der Gefäßtypen erfolgte an Gefäßquerschnitten, wel-
che die Untersuchung der mikroskopischen Gefäßstrukturen zuließ. Mittels Immunhisto-
chemie konnte weiterhin die Lokalisierung der Expression vasoaktiver Rezeptoren und 
Enzyme semiquantitativ dargestellt werden. Nachteilig an dieser Methode ist der Verlust 
an Quantifizierbarkeit gegenüber dem Western-Blot-Verfahren, bei welchem wiederum 
eine räumliche Auflösung der Rezeptor-und Enzymexpression nicht möglich gewesen 
wäre. Das genutzte immuhistochemische Verfahren ermöglichte die genaue Lokalisie-
rung der untersuchten Proteine und deren semiquantitative Expressionsanalyse und bot 
somit die adäquate Untersuchungsmethode für unsere Belange. 
Wie sich MPS auf die kardiovaskuläre Entwicklung des Fetus in den ersten Wochen der 
Schwangerschaft auswirkt, kann experimentell kaum untersucht werden, da eine Stres-
sexposition kurz nach der Konzeption in vielen Fällen zum Abort führt (Catanzaro & 
Macniven 1991). Von Studien nach pränataler Applikation von synthetischen Glukokor-
tikoiden im letzten Trimenon wissen wir, dass der erhöhte Blutdruck häufig erst im juve-
nilen bzw. adulten Nachkommen nachweisbar ist (Dodic et al. 1998, Peers et al. 2001, 
Roghair et al. 2005, Wintour et al. 2003). Über die Studien nach pränataler Applikation 
von synthetischen Glukokortikoiden (Manuskript 3) hinausgehend, ist im Tiermodell 
nichts bekannt über die prägenden vaskulären Effekte von MPS im späteren Leben der 
Nachkommen.  
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6 Schlussfolgerung & Ausblick 
In dieser Arbeit wurde die Reifung der fetalen mesenterialen Widerstandsgefäßen und 
renalen Interlobulararteriolen und die Modulation der Reifung durch MPS anhand struk-
tureller und funktioneller Methoden charakterisiert. Die Ergebnisse geben einen Einblick 
in die Entwicklung der fetalen Vasoreagibilität und den Einfluss von MPS auf diese. Wir 
konnten multiple und auch langfristige Effekte von MPS auf die funktionelle und struk-
turelle Reifung von fetalen Gefäßsystemen, welche in die Blutdruckregulation eingebun-
den sind, zeigen. Weiterhin konnte ein gefäßtypenspezifischer Effekt beschrieben wer-
den, der abhängig vom Zeitpunkt der Stressexposition ist und Auswirkungen auf die kurz- 
und mittelfristige Blutdruckregulation des Fetus hat. In vorhergehenden tierexperimen-
tellen Studien konnten mittels maternaler Applikation von synthetischen Glukokortikoi-
den zum Teil ähnliche Effekte festgestellt werden, jedoch wurden dabei andere vulnerable 
Phasen während der Schwangerschaft im Vergleich zur Induktion von MPS beobachtet. 
Inwieweit diese Effekte zu einer Prädisposition für kardiovaskuläre Erkrankungen beitra-
gen, müssen Untersuchungen der Vasoreagibilität an adulten Nachkommen zeigen. Dabei 
sollte beachtet werden, dass MPS mit hoher Wahrscheinlichkeit intrazelluläre Signal-
transduktionswege beeinflusst, welche für die untersuchten Vasokonstriktions- und -di-
latationsmechanismen essentiell sind. 
Rückschlüsse auf die zugrunde liegenden Mechanismen beim Menschen sind aus tierex-
perimentellen Studien nicht in vollem Umfang möglich. Allerdings wären gesicherte Er-
kenntnisse hierzu bedeutend, da psychischer Stress, ein Symptom unserer leistungsorien-
tierten Gesellschaft, besonders in der Geburtsmedizin ein wesentlicher Einflussfaktor ist. 
Circa 10-15% aller Frauen in Hochlohnländern (Falah-Hassani et a. 2017) berichten von 
psychischem Stress während der Schwangerschaft. Der prägende Effekt von maternalem 
psychischem Stress auf fetale blutdruckregulierende Blutgefäße, und damit auf die kardi-
ovaskuläre Gesundheit der nächsten Generation, ist nicht belegt.  
Daher ist es wichtig, dass in weiteren experimentellen und klinischen Studien die Konse-
quenzen einer durch pränatalen Stress veränderten Vasoreagibilität im späteren Leben 
untersucht werden, um den Aspekt der vaskulären der Stressvulnerabilität und Resilienz 
näher zu erforschen. Nur wenige prospektive Studien konnten bisher einen schwachen 
Zusammenhang zwischen maternalem psychischen Stress und erhöhtem Blutdruck der 
Nachkommen in Kindheit und Erwachsenenalter herstellen (van Dijk et al. 2012; Plana-
Ripoll et al., 2016). Neben Studien an Gefäßsystemen, welche in die Blutdruckregulation 
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involviert sind, zum Beispiel dem renalen und dem mesenterialen Gefäßsystem, ist die 
Untersuchung der programmierenden Effekte von MPS auch in anderen Gefäßbetten, wie 
dem zerebrovaskulären System, wichtig.  
Im Nagermodell konnte gezeigt werden, dass pränataler Stress mit einer geringeren neu-
ronalen Plastizität nach einem Schlaganfall assoziiert ist (Faraji J et al. 2017). Diese Ver-
ringerung der Plastizität ist möglicherweise auf eine verminderte reaktive Vasodilatation 
in der Penumbra nach Schlaganfall zurückzuführen. Diese Erkenntnisse verdeutlichen die 
Bandbreite möglicher Einflüsse und werfen weitere Fragen bezüglich der Auswirkungen 
von MPS auf die kardio- und zerebrovaskuläre Gesundheit auf. Demgegenüber müsste 
diskutiert werden ob MPS auch positive Auswirkungen besitzt, welche Stresslevel patho-
logisch sind und ob diese objektiv ermittelt werden können. Zudem sollte der Aspekt der 
geschlechtsspezifischen Unterschiede bei den Auswirkungen auf den Nachwuchs unter-
sucht werden. 
Um in Zukunft Maßnahmen und Empfehlungen zur Prävention der weltweit häufigsten 
Todesursache – den kardiovaskulären Erkrankungen – entwickeln und ableiten zu kön-
nen, müssen die Hintergründe und Mechanismen der fetalen Programmierung beim Men-
schen weiter erforscht werden.“ 
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Anhang 
A. Die funktionelle Entwicklung renaler Interlobulararteriolen 
vom fetalen Schaf  
 
Abbildung 4: Reaktion der renalen Intertobulararteriolen auf Vasokonstriktoren und Vasodilatoren 
im fetalen Schaf. 
Werte sind Mittelwerte ± SEM für die Konzentrations-Respons-Kurven, die maximal Konstriktion (Cmax 
oder %Kmax), und die Sensitivität (EC50 oder –log(EC50)) zu Kalium (K+) (a), Noradrenalin (NA) (b), En-
dothelin-1 (ET-1) (c), als auch die maximale Relaxation (%Rmax) und Sensitivität (-log(EC50)) zu Acetyl-
cholin (ACh) (d), Sodium nitroprussid (SNP) (e) und Prostaglandin-E2 (PGE2) (f). Gruppen sind 0.7 der 
Gestation (0.7, weiße Quadrate) und 0.9 der Gestation (0.9, schwarze Quadrate). Signifikante Unterschiede 
zwischen den Gruppen (p ≤ 0.05) sind: *(two-way ANOVA for repeated measurements+ post hoc Tukey 
HSD correction)  
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Abbildung 5: Die Expression der an der Vasokonstriktion beteiligten Rezeptoren in fetalen renalen 
Interlobulararteriolen 
A, repräsentative mikroskopische Aufnahmen der immunhistochemischen Färbung des Adrenorezeptor α1A 
(α1A), Adrenorezeptor β2 (β2), Endothelin-1 Rezeptor type A (ETA), Endothelin-1 Rezeptor type B (ETB) 
bei 0.7 (0.7 G) und 0.9 (0.9 G) der ovinen Gestation. B, Bildanalysen der spezifischen immunhistochemi-
schen Färbung des Endothels und der Media. Media bei 0.7 (0.7 G) und 0.9 (0.9 G) der ovinen Gestation. 
Die Balken stellen das Verhältnis der spezifisch gefärbten Fläche zur Media dar. Werte sind Mittelwerte ± 
SEM, Maßstabsbalken 100 µm. Die Gruppen sind 0.7 der Gestation (weiße Balken) und 0.9 der Gestation 
(schwarze Balken).  
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Abbildung 6: Die Expression der an der Vasodilatation beteiligten Rezeptoren und Enzyme in feta-
len renalen Interlobulararteriolen. 
A, repräsentative mikroskopische Aufnahmen der immunhistochemischen Färbung der muskarinischer 
Acetylcholinerezeptor M2 und M3 (AChRM2, AChRM3), der Cyklooxygenase-2 (COX-2), der endotheli-
alen NO-Synthase (eNOS) bei 0.7 (0.7 G) und 0.9 (0.9 G) der ovinen Gestation. B, Bildanalysen der spe-
zifischen immunhistochemischen Färbung des Endothels und der Media. Media bei 0.7 (0.7 G) und 0.9 (0.9 
G) der ovinen Gestation. Die Balken stellen das Verhältnis der spezifisch ge-färbten Fläche zur Media dar. 
Werte sind Mittelwerte ± SEM, Maßstabsbalken 200 µm. Die Gruppen sind 0.7 der Gestation (weiße Bal-
ken) und 0.9 der Gestation (schwarze Balken). 
 
122 
Tabelle 2: Fetale renale Rezeptorexpression mittels des Verhältnisses der positive gefärbten Fläche im Endothel und der Media bei 0.7 und 0.9 der ovinen Gestation 
 Marker 
Ratio of area for IR  
Changes in E/M ra-
tio between 0.7 and 
0.9 gestation 
0.7 gestation 0.9 gestation 
 E M E/M ratio, % p E M E/M ratio, % p p 
AChRM2 .29±.05* .05±.02 9.26±2.59 .001 .25±.04* .023±.009 26.00±10.95 .004 .75 
AChRM3 .22±.06 0.17±0.07 2.76±1.28 .232 0.10±0.02 0.10±0.03 1.27±0.24 .928 .59 
α1 .19±.05* 0.025±0.014 97.13±45.43 .009 .22±.04* .013±.004 28.61±12.42 .007 .77 
β2 .14±0.03* .026±.016 7.78±3.63 .015 .10±.02* .019±.003 5.27±0.71 .006 1.00 
COX-2 .14±.03* .01±0.005 36.13±16.04 .002 0.17±0.02* .04±.01 5.83±1.35 .001 .54 
eNOS .17±.06* .006±.005 691.26±331.32 .021 0.20±0.03* .0005±.0002 739.94±266.41 .001 1.00 
ETA .11±.03 .1±.03 1.23±0.26 .649 0.09±0.02 .12±.02 .80±.12 .141 .75 
ETB .21±.04* .11±.04 4.43±1.95 .010 .12±0.03 .08±.05 9.02±5.01 .225 .79 
 
Werte sind Mittelwerte ± SEM, Endothel (E), Media (M), muskarinischer Acetylcholinerezeptor M2 (AChRM2), muskarinischer Acetylcholinerezeptor M3 (AChRM3), Adreno-
rezeptor α1A (α1A), Adrenorezeptor α2A (α2A), Adrenorezeptor β2 (β2), Cycloogenase-2 (COX-2), endotheliale NO-synthase (eNOS), Endothelin-1 Rezeptor type A (ETA), Endothelin-
1 Rezeptor type B (ETB), Prostaglandin-E2 Rezeptor EP2 (EP2), Prostaglandin-E2 Rezeptor EP4 (EP4).  
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B. Die strukturelle Entwicklung renaler Interlobulararteriolen 
im fetalen Schaf  
 
 
Abbildung 7: Der Aufbau der Gefäßwand fetaler renalen Interlobulararteriolen. 
A, Die Balken stellen Media/lumen Verhältnis und die media cross sectional area (CSA) grafisch dar. 
Repräsentative mikroskopische Aufnahmen der HE Färbung der fetalen renalen Interlobulararteriolen bei 
0.7 (0.7 G) und 0.9 (0.9 G) der ovinen Gestation. B, repräsentative mikroskopische Aufnahmen der Färbung 
von fetaler MHC-B und adulter SM2- myosin heavy chain Isoformen der fetalen renalen Interlobulararte-
riolen bei 0.7 und 0.9 der ovinen Gestation (0.7 G and 0.9 G). sowie Bildanalyse der spezifischen immu-
nohistochemischen Färbung der Media bei 0.7 (0.7 G) und 0.9 (0.9 G) der ovinen Gestation.. Die Balken 
stellen das Verhältnis der spezifisch gefärbten Fläche zur Media dar. Die Werte sind Mittelwerte ± SEM, 
Maßstabsbalken 200 µm. Die Gruppen sind 0.7 der Gestation (weiße Balken) und 0.9 der Gestation 
(schwarze Balken).  
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